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Résumé

Etude de geénes candidats :
Spata3 et Tex44 dans la spermatogenése et Adam20 dans l'interaction
gamétique

La spermatogenéese est le processus biologique qui aboutit a la production de
spermatozoides. Ceux-ci vont subir des étapes de maturation qui leur permettront de
féconder I'ovocyte lors de I'interaction gamétique. Une anomalie lors de la spermatogenese,
de la maturation des spermatozoides ou de I'interaction gamétique peut mener a des défauts
de fertilité. A ce jour, environ 15% des cas d’infertilité restent inexpliqués. Il est donc essentiel
de comprendre dans le détail les différents mécanismes de la spermatogenése et de la
fécondation.

L'objectif de ma these a été d’identifier des genes pouvant jouer un réle dans les
étapes de la spermatogenése et de I'interaction gamétique. J'ai tenté d’identifier des génes
impliqués dans la mise en place de I'acrosome (organite essentiel a la fécondation). En
parallele, je me suis intéressée a linteraction gamétique, en caractérisant un geéne
potentiellement impliqué dans la fusion des gametes.

Dans le premier volet de ma thése, j'ai analysé des lignées hypofertiles de souris IRCS
(Interspecific Recombinant Congenic Strain) qui présentaient un phénotype de
globozoospermie partielle caractérisée par un détachement de I'acrosome. Nous avons pu
définir un locus Mafq1 pour Male fertility Quantitative Trait Locus chromosome 1, dans lequel
I’expression de génes de version Mus spretus dans un fond génétique Mus musculus
domesticus induisait I'apparition de ce phénotype. Dans Mafq1, nous nous sommes intéressés
au géne Spermatogenesis Associated 3 (Spata3) en générant une lignée de souris Knock-out
(KO). Leur fertilité in vivo n’est pas affectée mais ils sont hypofertiles in vitro. Leurs
spermatozoides présentent des défauts morphologiques (détachement partiel de I'acrosome)
et métaboliques (persistance de résidus cytoplasmiques avec gouttelettes lipidiques). La
lignée KO Spata3 ne reproduit que partiellement le phénotype observé dans les lignées IRCS.
Nous avons poursuivi en étudiant le gene Tex44 présent dans Mafql. Les males KO Tex44 ont
une fertilité diminuée in vivo et in vitro. Aucun défaut acrosomal n’a été observé mais une
anomalie du flagelle a été identifiée : une disjonction entre la piece principale et la piece
intermédiaire, ainsi que 'absence de certains doublets de microtubules de la piéce principale.
Ces anomalies flagellaires affectent la mobilité des spermatozoides et expliquent
I’hypofertilité observée.

Ainsi, en partant de l'analyse génomique d’une lignée IRCS présentant une
globozoospermie partielle, nous avons identifié deux génes impliqués dans la



spermatogeneése, I'un participant a la mise en place de I'acrosome, et I'autre impliqué dans la
formation du flagelle.

Parallelement, j'ai mené une étude visant a caractériser la fonction d’ADAM20, que
nous suspections de jouer un role dans I’adhésion et/ou la fusion gamétique. En réalisant des
fécondations in vitro (FIV) chez I’humain en présence d’anticorps dirigés contre ADAM20, nous
avons observé une diminution significative de I'index de fécondation suggérant un role dans
I'interaction gamétique. Nous avons généré la lignée KO Adam20 dont les males montrent une
fertilité normale in vivo mais une hypofertilité in vitro. Nous avons généré des souris délétées
pour un fragment contenant les genes Adam25, 20 et 39 car ces trois genes voisins sont trés
homologues. Les males triple KO ont présenté le méme phénotype de fertilité que celui des
males KO Adam20. ADAM?20 chez I’humain, et ADAM25, 20 et 39 chez la souris semblent donc
jouer un réle dans l'interaction gamétique mais ne sont pas essentiels au déroulement de
cette étape.

Dans I'ensemble, ma thése s’est donc intéressée a des anomalies de la fertilité dont
I'origine pouvait se situer a différentes étapes de la spermatogeneése et de la fécondation.
Méme si des avancées sont réalisées dans la connaissance du processus de la fécondation, il
subsiste encore des inconnues a ce jour, et il est crucial de continuer la recherche dans ce
domaine afin de comprendre les mécanismes mis en jeu lors de ces processus fondamentaux.

Mots clefs : Fertilité, Interaction Gamétique, Knock-Out (KO), Globozoospermie,
Acrosome, Flagelle, Mafq1, Spata3, Tex44, Adam20, Adam25, Adam39



Abstract

Analysis of candidate genes :
Spata3 and Tex44 in spermatogenesis and Adam20 gamete interaction

Spermatogenesis is the biological process culminating in the production of
spermatozoa. These latter undergo maturation steps that allow them to fertilize oocytes
during gamete interaction. An anomaly happening during spermatogenesis, sperm maturation
or gamete interaction can lead to fertility defects. Today, 15% of infertility cases remain
unexplained. It is therefore essential to understand in detail the different mechanisms
underlying spermatogenesis and gamete interaction.

The goal of my thesis was to identify new genes playing a role in the different stages
of spermatogenesis and gamete interaction. | worked on the identification of genes
responsible for the setup of the acrosome, an organelle essential for fertilization. In addition,
| have studied gamete interaction by the analysis of a gene that could play a role in the fusion
of gametes.

In the first part of my work, | analyzed mouse hypofertile IRCS (Interspecific
Recombinant Congenic Strain) lines presenting a phenotype of partial globozoospermia
characterized by an acrosome detachment. We could define a locus called Mafq1 for Male
fertility Quantitative Trait Locus on chromosome 1, in which the expression of some genes in
a Mus spretus version within a global Mus musculus domesticus genomic background was
responsible for the observed phenotype. Within Mafql, we first studied the Spermatogenesis
Associated 3 (Spata3) gene by producing a mouse Knock-Out (KO) line. KO males have a
normal fertility in vivo but are hypofertile in vitro. Their sperm have morphologic (a partial
acrosome detachment) as well as metabolic (remaining cytoplasmic residues including lipid
droplets) defects. The Spata3 KO line only partially reproduces the phenotype of the original
IRCS. We then studied the Tex44 gene located in the Mafq1 region too. Tex44 KO males have
a reduced fertility both in vivo and in vitro. Acrosomes are normal but flagellar defects have
been observed including a disjunction between the midpiece and the principal piece and the
absence of some microtubule doublets in the principal piece. These flagellar anomalies can be
responsible for the abnormal sperm motility and hypofertility. Therefore, the analysis of an
IRCS line showing partial globozoospermia allowed us to identify two new genes involved in
spermatogenesis, one participating to the acrosome setup, the other to flagellar structure.

In parallel, 1 conducted a project dedicated to the characterization of ADAM20Q’s
function, a protein suspected to play a role in adhesion and/or fusion of gametes. In in vitro
fertilization assays in mice and humans, in the presence of antibodies directed against
ADAM?20, we observed a significant reduction of the fertilization index, suggesting a role of
ADAMZ20 in gamete interaction. We generated an Adam20 KO line in which KO males have a
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normal in vivo fertility but a reduced in vitro fertility. We then generated a mouse line deleted
for a genomic fragment encompassing the genes Adam25, 20 and 39 because these 3 neighbor
genes are very homologous. The triple KO males have the same phenotype as Adam20 KO
males. ADAM20 in humans and ADAM25, 20 and 39 in mice seem to play a role in gamete
interaction but are not essential for this step.

Globally, my thesis work concerned anomalies of fertility whose origins could be
searched during spermatogenesis and gamete interaction stages. Though the knowledge on
the fertilization process is regularly improving, some uncertainties still remain and it is crucial
to pursue researches to completely decipher the mechanisms involved in these fundamental
processes.

Keywords : Fertility, Gamete Interaction, Knock-Out (KO), Globozoospermia,
Acrosome, Flagellum, Mafql, Spata3, Tex44, Adam20, Adam25,
Adam39
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Liste des abréviations

ADAM : A Disintegrin And Metalloprotease

AMP : Aide Médicale a la Procréation

B6 : Lignée Mus musculus domesticus C57BL6/)

CASA : Computer-Aided Sperm Analysis (Analyse de sperme assistée par ordinateur)
DCST1&2 : DendroCyte expressed Seven Transmembrane Protein Domain-Containing 1 et 2
FIMP : Fertilization Influencing Membrane Protein

FIV : Fécondation In Vitro

GPI-AP : GlycosylPhosphatidyllinositol Anchored - Protein (protéine liée a un complexe GPI)
ICSI : Intra-Cytoplasmic Sperm Injection

IRCS : Interspecific Recombinant Congenic Strain (lignée de souris recombinantes congéniques
interspécifiques

KO : Knock-Out

MMAF : Multiple morphological abnormalities of the sperm flagella

OMS : Organisation Mondiale de la Santé

PDI : Protéines Disulfide Isomérases

QTL : Quantitative Trait Locus

SEG : Lignée Mus spretus SEG/Pas

SEPT4 : Septine 4

SNP : Single Nucleotide Polymorphism (Polymorphisme d’un seul nucleotide)

SOF1 : Sperm-Oocyte Fusion required 1

SPACAG6 : SPerm ACrosome Associated 6

TMEMO95 : TransMEMbrane Protein 95

WT : Wild Type
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Introduction Générale

La reproduction est un processus biologique, commun a tous les étres vivants, qui
permet la pérennité d’'une espece. En effet, elle assure le renouvellement d’'une population
en générant de nouveaux individus a partir d’individus préexistants. Chez les mammiferes, la
reproduction est dite sexuée. La reproduction sexuée chez les Mammiféres se compose de
différentes étapes : la fécondation, la nidation, la gestation et enfin I'accouchement. La
fécondation consiste en la fusion de deux gamétes, I'un male et I'autre femelle, afin de former
une cellule ceuf (ou zygote). Le gaméte male est appelé spermatozoide, et le gaméte femelle
ovocyte. La rencontre de ces deux cellules haploides, puis leur reconnaissance et adhérence
et enfin leur fusion permet de former une cellule ceuf diploide. En effet, la fusion de ces deux
cellules haploides permet de réunir I'information génétique portée par les chromosomes de
chacun des gametes. Ainsi, le zygote formé présente un génome unique, dont 50 %
proviennent du gamete femelle et les 50 % restant du gameéete male. De cette facon, la
reproduction sexuée assure une diversité et un brassage génétique. En amont de Ia
fécondation, les gameétes doivent d’une part étre formés correctement, et d’autre part passer
par des étapes de maturation, afin que I'interaction gamétique se produise de fagcon optimale
et ainsi former un zygote viable. Ainsi, une anomalie lors de la formation (gamétogenese)
et/ou de la maturation des gameétes aboutira a un défaut dans le processus de fécondation et
conduira a des problémes de fertilité. En effet, la conséquence d’une telle altération peut aller
d’une fécondation moins efficace (hypofertilité) jusqu’a un échec de celle-ci (infertilité).
Lorsque la reproduction est un échec, par défaut dans I'une ou I'autre de ces composantes,
on parle d’infertilité.

Chez I'Homme, l'infertilité d’un couple hétérosexuel est définie par I'absence de
grossesse obtenue aprés au moins 12 mois de rapports sexuels réguliers, sans contraception.
Selon I'INSERMY, les causes de I'infertilité du couple peuvent étre de trois types : un probléme
affectant le systéme reproducteur féminin, un probléme affectant le systeme reproducteur
masculin, ou un probléme mixte affectant les deux individus. Néanmoins, 10 a 25% des cas
d’infertilité restent inexpliqués (infertilité idiopathique). Les causes de l'infertilité peuvent
donc étre diverses, affecter I'un ou les deux membres du couple, et étre dues a un défaut dans
I'une ou l'autre des différentes étapes de la reproduction. A ce jour, nous savons également
gue les facteurs environnementaux, et notamment les perturbateurs endocriniens, peuvent
grandement affecter la fertilité des couples en altérant la production et la qualité des gameétes.
Selon I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), dans un communiqué de presse datant
d’avril 2023, l'infertilité concernerait environ 17,5 % de la population mondiale, soit 1
personne sur 62. Le taux d’infertilité serait comparable dans tous les pays du monde, marquant
ainsi un probléme de santé publique au niveau mondial. En France, le ministere des Solidarités

! https://www.inserm.fr/dossier/infertilite/
2 https://www.who.int/fr/news/item/04-04-2023-1-in-6-people-globally-affected-by-infertility
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et de la Santé a indiqué dans son rapport de 2022 que l'infertilité toucherait 3,3 millions de
personnes en France 3. Ces chiffres sont en constante augmentation ces derniéres années.

Pour répondre a cet enjeu de santé publique, il est donc essentiel de connaitre et
comprendre dans le détail les différents mécanismes intervenant au cours de la gamétogenéese
et de la fécondation. En effet, méme si des avancées sont réalisées dans la connaissance du
fonctionnement de la fécondation, il subsiste encore des inconnues a ce jour, et il est crucial
de continuer la recherche dans ce domaine afin d’élucider les mécanismes de la fécondation.
Ainsi, cela permettrait de pouvoir identifier et si possible résoudre les problemes d’infertilité,
enjeu important dans la prise en charge des couples en Aide Médicale a la Procréation (AMP).
En effet, cela pourrait permettre d’apporter un accompagnement plus ciblé au couple dans le
cadre de 'AMP. Par ailleurs, une meilleure connaissance de la fécondation et des protéines
impliquées aiderait a l'identification de nouvelles cibles potentielles de la contraception
humaine.

Mon travail de these s’est intéressé plus particulierement au gaméte male, le
spermatozoide. J'ai notamment pu étudier une altération survenant au cours de la
spermatogenése, formation du spermatozoide, ayant une incidence sur la capacité
fécondante de ce dernier. Ma these s’est également portée sur I'étude d’ADAM20, protéine
spermatique, et notamment sur le réle qu’elle pourrait jouer au cours de l'interaction
gamétique.

Ce manuscrit s’articulera en trois parties :

- La premiere partie sera une introduction a mes travaux de theése, nécessaire pour la
compréhension de la suite du manuscrit. Dans un premier chapitre, je présenterai le
spermatozoide, de sa formation jusqu’a la fécondation. Le second chapitre sera consacré a
I’étape de l'interaction gamétique, phase clef de la fécondation. Dans cette partie, je décrierai
le déroulement de cette étape et les différentes protéines connues a ce jour qui sont
impliquées dans ce processus. Tout au long de ces deux chapitres, jaborderai dans un ordre
chronologique les différentes étapes de la reproduction chez les mammiféres: de la
spermatogenése jusqu’a linteraction gamétique. Enfin, dans un dernier chapitre, je
développerai des types d’infertilité rares dues a des dysfonctionnements de structures
spécifiques du spermatozoide. Ainsi, dans un premier temps, je m’intéresserai aux anomalies
de l'acrosome avec la globozoospermie. Dans un second temps, je m’intéresserai aux
anomalies du flagelle avec les anomalies morphologiques multiples du flagelle. Enfin,
j’aborderai les anomalies de 'interaction gamétique.

- La seconde partie de ma thése portera sur la recherche d’une protéine jouant un réle au
cours de la spermatogenése et plus particulierement au cours de la formation de I'lacrosome.
Un défaut lors de la mise en place de I'acrosome est a |'origine d’une tératozoospermie
(anomalie morphologique du spermatozoide) appelée globozoospermie, entrainant une

3 https://sante.gouv.fr/IMG/pdf/rapport_sur_les_causes_d_infertilite.pdf
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hypofertilité voire une infertilité. Je présenterai mes travaux portant sur I’étude d’'un modele
de globozoospermie par une approche d’inactivation de gene candidat.

- Enfin, la troisieme et derniére partie de mon manuscrit s’intéressera a linteraction
gamétique. En se basant sur des données de la littérature et en particulier un article traitant
du cas d’un patient infertile, nous nous sommes intéressés a la protéine ADAM20. Nous avons
cherché a déterminer le réle qu’elle pourrait jouer au cours de l'interaction gamétique.
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Partie 1: La reproduction c6té masculin: de |Ia
spermatogeneése a la fécondation

I. De la formation d’un spermatozoide a la fécondation
I.1. Le spermatozoide

Le gaméte male est le spermatozoide. Il est produit dans le testicule au sein des tubes
séminiferes a partir de la puberté puis tout au long de la vie de I'individu. La formation des
spermatozoides est appelée spermatogeneése. A la fin de la spermatogenése, le spermatozoide
est immobile et immature. Il devra donc subir une maturation post-testiculaire, tout d’abord
lors de son passage dans I’épididyme, puis ensuite au cours de sa traversée des voies génitales
femelles. Ces différentes étapes de maturation vont permettre au spermatozoide d’étre
fonctionnel, mobile et d’acquérir son pouvoir fécondant. En effet, au cours de leur migration
dans les voies génitales femelles, les spermatozoides migrent dans le vagin, puis |'utérus et
enfin les trompes de Fallope (ou trompes utérines) jusqu’a I'ampoule, lieu de rencontre avec
I’ovocyte. Les spermatozoides achéveront alors leur maturation en réalisant leur capacitation
et leur réaction acrosomique. Cette ultime étape de maturation facilite ainsi leur passage au
travers des cellules du cumulus et leur permet de traverser la zone pellucide de I'ovocyte pour
enfin atteindre I'espace périvitellin ou ils pourront interagir avec la membrane plasmique
ovocytaire. Au cours de l'interaction gamétique, un unique spermatozoide pourra alors
adhérer puis fusionner avec la membrane ovocytaire, permettant I'union de leur matériel
génétique et la création d’une cellule ceuf diploide.

Du point de vue morphologique, le spermatozoide est une cellule présentant une téte
et un flagelle (Figure 1). Sa téte, au sein de laquelle on retrouve le noyau et donc I'information
génétique, est recouverte, sur sa face antérieure, d’un « capuchon » appelé acrosome. Ce
dernier renferme un certain nombre d’enzymes qui, une fois libérées, permettront aux
spermatozoides de traverser les barriéres ovocytaires et de démasquer les protéines
nécessaires aux étapes suivantes que sont celles de 'adhésion et de la fusion. Le flagelle est
responsable de la mobilité du spermatozoide. Il est composé de quatre segments : la piece
connective (ancrée sur le noyau, située a la base du flagelle), la piéce intermédiaire, la piece
principale et la piéce terminale. Le flagelle est constitué d’une structure centrale appelée
axonéme (neuf doublets de microtubules qui entourent une paire centrale de microtubules)
qui se forme a partir des deux centrioles et qui parcourt les pieces intermédiaire, principale et
terminale. La piéce intermédiaire est entourée d’un manchon mitochondrial permettant
I'apport d’énergie nécessaire au battement du flagelle.
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Figure 1 : Représentation schématique d'un spermatozoide mature de Mammifere (de
www.embryology.ch)1 : Membrane plasmique, 2 : Membrane acrosomiale externe, 3 : Acrosome,
4 : Membrane acrosomiale interne, 5 : Noyau, 6 : Centriole proximal, 7 : Restes du centriole distal,
8 : Faisceaux longitudinaux extérieurs denses, 9 : Mitochondrie, 10 : Axoneme, 11 : Annulus, 12 :
Fibres denses externes.

A : Téte, B : Collet, C: Piéce intermédiaire, D : Piéce principale, E : Piece terminale

I.2. La spermatogeneése

Les spermatozoides sont produits dans les gonades males a savoir les testicules. Le
testicule, homologue de l'ovaire chez la femelle, exerce une double fonction: Ia
spermatogeneése, ou formation des gametes males, les spermatozoides ; et la stéroidogenése,
ou production d’hormones males, en particulier la testostérone.

A l'intérieur du testicule on retrouve des cavités appelées lobules testiculaires (Figure
2). C'est au sein de ces lobules que se trouvent les tubes séminiféres, siege de la
spermatogeneése. Il y a plusieurs centaines de lobules par testicule (200 a 300) et chacun
d’entre eux renferme 2 a 3 tubes séminiferes pelotonnés sur eux-mémes. Une fois produits
dans les tubes séminiferes, les spermatozoides rejoignent les tubes droits puis le rete testis
avant de se retrouver dans les canaux efférents. Ils quittent alors le testicule et rallient
I’épididyme qui assurera leur maturation et leur conservation.

Coiffe épididymaire

Corps d’Highmore

Canaux
efférents

Rete testis

Tubes \\ Canal

) déférent

Tube droit

Septa testis

Testicule

Figure 2 : Schéma du testicule et de I'épididyme, lieux de la spermatogenese et de la maturation
du gameéte male, chez I’'homme (de www.ipubli.inserm.fr)
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La spermatogenese est définie comme la production de spermatozoides et est
constituée de trois phases successives: la prolifération mitotigue qui permet l'auto-
renouvellement des spermatogonies, la spermatocytogenése qui est I’étape de différenciation
des spermatogonies en spermatides rondes, puis la spermiogenése qui est une phase de
cytodifférenciation des spermatides rondes en spermatozoides. Au cours de ce processus, les
cellules germinales en différenciation vont migrer de la périphérie vers la lumiéere du tube
séminifére. Ainsi, au niveau basal des tubes séminiféres, se trouvent les cellules les moins
différenciées, les spermatogonies, et dans la lumiere du tube séminifére, on observe la
libération des cellules les plus différenciées, les spermatozoides (Figure 3).
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Figure 3 : Représentation schématique de la spermatogenese sur une coupe transversale d’un tube
séminifere (De Boeck Université, 2007)

Représentation des différentes étapes de la spermatogenese humaine et leur localisation dans le
testicule

A la naissance, seules les spermatogonies, les cellules souches germinales, sont déja
présentes. Ce n’est qu’a la puberté que les spermatogonies sortent de leur quiescence et vont
proliférer par mitose pour former un pool de réserve, c’est le début de la spermatogenése.

I.2.a. La prolifération mitotique

La prolifération mitotique, ou vague mitotique des spermatogonies, correspond a la
division par mitose des spermatogonies. Parmi les spermatogonies issues de ces divisions
mitotiques, certaines resteront quiescentes afin de maintenir un pool de spermatogonies
souches, et d’autres s’engageront dans la voie de différenciation. Les cellules germinales
s’engageant dans le processus de différenciation sont alors appelées spermatogonies post-

22



mitotiques ou spermatocytes |. La cohorte de spermatocytes | adjacents qui entrent de fagon
synchrone en différenciation, c’est-a-dire issus d’'une méme vague mitotique et d’'une méme
spermatogonie souche, est décrite comme appartenant a la méme génération. Les cellules
germinales d’une méme génération restent liées entre elles par des ponts cytoplasmiques
durant leur avancée dans la différenciation, ce qui permet des échanges entre les futurs
gametes d’une méme génération.

I.2.b. La spermatocytogenése

La spermatocytogenése correspond a la différenciation des spermatogonies diploides
en spermatides rondes haploides. Elle s’effectue a partir des spermatogonies qui sont
localisées au niveau basal des tubes séminiféres. Ces derniéres, apres s’étre multipliées lors
de la prolifération mitotique, entrent dans un processus de différenciation en devenant des
spermatocytes |. Les spermatocytes | vont alors se diviser par méiose (Figure 4).
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Figure 4 : Représentation schématique de la méiose au cours de la spermatogenése (D’apreés Siu et
al. 2021)

La méiose est un processus qui correspond a la succession de deux divisions cellulaires
sans réplication d’ADN. Elle est constituée de deux divisions : 'une réductionnelle, I'autre
équationnelle. La division réductionnelle permet la séparation des lots de chromosomes,
obtenant ainsi des cellules haploides. La division équationnelle correspond quant a elle a la
séparation des 2 chromatides de chaque chromosome. Ainsi, les spermatocytes |, constitués
de deux lots de chromosomes (diploides) a deux chromatides, deviennent aprés la premiere
division de méiose, des spermatocytes Il. Les spermatocytes Il sont constitués d’un seul lot de
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chromosomes (haploide) a deux chromatides. Ensuite, la seconde division de méiose va, a
partir des spermatocytes Il, permettre de former les spermatides rondes qui sont constituées
d’un seul lot de chromosomes (haploides) a une chromatide. A partir d’un spermatocyte |, la
premiere division de méiose permet de former deux spermatocytes Il, qui eux-mémes se
diviseront en deux lors de la seconde division de méiose pour former chacun deux spermatides
rondes. Ainsi, la méiose permet de former quatre spermatides rondes haploides a partir d’'un
spermatocyte | diploide (Figure 4).

Les spermatides rondes ainsi formées vont alors réaliser une différenciation
morphologique et biologique, leur permettant de devenir des spermatozoides, au cours d’un
processus appelé spermiogenese.

I.2.c. La spermiogenese

La cytodifférenciation des spermatides rondes en spermatozoides est appelée
spermiogenése. Au cours de ce processus physiologique, les spermatides rondes vont devenir
dans 'ordre de différenciation croissante : des spermatides en allongements, des spermatides
allongées, et enfin des spermatides matures. Au cours de la spermiogenése, quatre
phénoménes principaux se produisent : la réorganisation du noyau, |'apparition et la
formation de I'acrosome, I'assemblage du flagelle et I’élimination des corps résiduels (Figure
5).
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Figure 5 : Schéma récapitulatif des modifications nucléaires et cytoplasmiques au cours de la
spermiogenese (de www.histologistes.org)
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A leur formation, les spermatides rondes présentent un noyau dont I’ADN est
relativement décondensé. Au cours de leur maturation, les spermatides acquiérent une
chromatine trés condensée et le noyau prend alors une forme ovoide. Cette condensation de
la chromatine est due au remplacement des histones par des protamines. Les histones sont
de petites protéines, qui régulent la compaction de la chromatine et de ce fait interviennent
dans la régulation de I'expression des genes. Les histones sont progressivement remplacées
par des variants d’histones testiculaires, puis par des protéines de transition, qui elles-mémes
seront ensuite substituées par des protamines. Ce remplacement est progressif au cours de la
spermiogeneése, et ce n’est qu’au stade de spermatides matures que la majorité des histones
aura été remplacée par les protamines. La présence des protamines, qui assurent un niveau
maximal de compaction de I’ADN, est transitoire et elles seront remplacées par les histones
dans le cas d’'une fécondation, immédiatement aprés lI'entrée du spermatozoide dans
I'ovocyte. La condensation de la chromatine assure deux fonctions : la réduction de la taille
du noyau en facilitant le conditionnement de I’ADN, et une protection du matériel génétique.

Les spermatides, au départ rondes, vont s’allonger de plus en plus au cours de la
spermiogenése. Dans ce méme temps, une grande partie du volume cytoplasmique va étre
éliminé. Le cytoplasme, et les éléments cellulaires qu’il contient, va d’abord se déplacer vers
I'arriere de la téte spermatique (au niveau du col). Ensuite, le cytoplasme sera éliminé via la
formation de corps résiduels (cytoplasme en excés contenant les organites a éliminer) qui sont
relargués puis phagocytés par les cellules de Sertoli mais également par autophagie
(Buschiazzo et al. 2019). Il a été montré que I'élimination des corps résiduels était régulée par
la protéine SPEM1 (Zheng et al. 2007).

Je vais maintenant détailler plus longuement les parties en relation avec mes travaux
de these, a savoir la mise en place de I'acrosome et I'assemblage du flagelle.

I.2.c.1. La mise en place de I'acrosome

L'acrosome se met en place lors de la spermiogenése, ce qui correspond au passage
de spermatide ronde a spermatozoide. L'acrosome constitue une vésicule contenant des
enzymes hydrolytiques et protéolytiques dont le relargage, et donc I’action, sera essentielle
lors de I'adhésion/fusion gamétique (Tulsiani et al. 1998). L’acrosome est composé de deux
parties : une partie antérieure qui recouvre le noyau, et le segment équatorial situé dans la
partie postérieure. Le segment équatorial sépare la région acrosomale (a I'avant) de la région
post-acrosomale (a I'arriére) et sera la structure de I'acrosome qui subsistera aprés la réaction
acrosomique (Berruti 2016). La membrane acrosomale interne est accolée au noyau alors que
la membrane acrosomale externe est située immédiatement sous la membrane plasmique.
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L’origine de I'acrosome est débattue encore aujourd’hui. Certains définissent I'origine
de I'acrosome comme dérivant de |'appareil de Golgi, d’autres le considéerent comme un
organite lié aux lysosomes (Berruti 2016; Moreno et Alvarado 2006). La mise en place de
I’'acrosome se déroule en quatre phases successives : la phase de Golgi, la phase de capuchon,
la phase de I'acrosome et enfin la phase de maturation (Figure 6) (Xiong, Shen, et Wang 2021).

Phase de Phase de
Phase de Golgi capuchon I'acrosome Phase de maturation

g )@ A

Figure 6 : Schéma récapitulatif des différentes étapes de la mise en place de I'acrosome (d’apreés
Xiong et al. 2021)

Durant la phase de Golgi, le réticulum endoplasmique produit des protéines qui sont
ensuite traitées par I'appareil de Golgi, prises en charge par le réseau trans-Golgien d’ou
bourgeonnent les vésicules pro-acrosomales. Ces derniéres migrent et s’accumulent a la
surface du noyau, transportées par les microtubules, puis fusionnent entre elles afin de former
un granule acrosomale unique (Khawar, Gao, et Li 2019; Moreno et Alvarado 2006). Lors de la
phase de capuchon, la taille de la vésicule acrosomale augmente grace aux vésicules dérivées
de l'appareil de Golgi. La vésicule acrosomale prend la forme d’une structure de type
capuchon qui recouvre le noyau jusqu’a progressivement recouvrir 1/3 de sa surface. Toujours
au cours de la phase de capuchon, I'acroplaxome, une structure composée de cytosquelette
(kératine et actine-F), apparait et se met en place entre la membrane acrosomale interne et
la membrane nucléaire. L'acroplaxome sert de support a la biogenése de I'acrosome et permet
son ancrage au noyau. |l est constitué d’un anneau marginal qui sert de plaque acrosomale.
Durant I'étape de I'acrosome, le granule acrosomal s’ancre a 'acroplaxome au travers de sa
membrane interne. De plus, il ne grandit plus mais se condense. En paralléle lors de cette
phase, la manchette se forme. Il s’agit d’'une structure issue du cytosquelette (microtubules
et actine-F) qui présente des projections de microtubules a partir de I'anneau périnucléaire
en direction du flagelle (Wei et Yang 2018). Cette structure est transitoire puisqu’elle n’est
présente que lors de la phase d’élongation des spermatides. La fonction de la manchette est
double. D’une part, son rble est d’aider a la condensation et a I'élongation de la téte
spermatique en exergcant une force mécanique contractile au niveau de |'anneau
périnucléaire. D’autre part, les microtubules de la manchette qui se projettent en direction du
flagelle servent de support pour assurer le transport des protéines nécessaires a I'assemblage
du flagelle. Lors de la derniére phase de biogenése de I'acrosome, celle de maturation, le
granule acrosomal continue de s’étendre sur le p6le antérieur du noyau par fusion avec
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d’autres vésicules dérivées de I'appareil de Golgi jusqu’a recouvrir la quasi-totalité de la
surface nucléaire, hormis la zone reliée au flagelle (Xiong, Shen, et Wang 2021). Il se produit
donc de nombreux échanges depuis le réticulum endoplasmique vers le futur acrosome en
passant par I'appareil de Golgi.

Toutes les protéines intervenant dans le transport des vésicules entre ces organites
sont essentielles a la mise en place correcte de I'acrosome. Par ailleurs, la mise en place de la
manchette ainsi que sa connexion avec le noyau est essentielle pour I'acquisition de la forme
de la téte spermatique (M. S. Lehti et Sironen 2016). En effet, I’étude des modeles souris KO
pour des protéines impliquées dans le transport intra-flagellaire (KIF3A, IFT88) ou associées
aux microtubules (HOOK1, FU, KATNB1, CEP131), a montré que leurs spermatozoides
présentent une téte spermatique ronde (M. S. Lehti et Sironen 2016; Mari S. Lehti, Kotaja, et
Sironen 2013; Kierszenbaum et al. 2011; Akhmanova et al. 2005; Mendoza-Lujambio 2002;
Nozawa et al. 2014; O’Donnell et al. 2012; Li et al. 2015; Hall et al. 2013). En effet, I'absence
de ces protéines entraine une élongation anormale de la manchette ainsi qu’un retard de la
constriction de I'anneau périnucléaire, ce qui résulte en la formation d’une téte spermatique
ronde (M. S. Lehti et Sironen 2016). De plus, I'absence d’une connexion entre la manchette et
le noyau entraine elle aussi un défaut morphologique des téte des spermatozoides qui sont
alors rondes (M. S. Lehti et Sironen 2016; Pasch et al. 2015; Ito et al. 2004). Le complexe
acrosome-acroplaxome-manchette permet donc I'ancrage de I'acrosome au noyau. En effet,
d’une part I'acroplaxome via son anneau marginal et d’autre part la manchette via son anneau
périnucléaire sont connectés au noyau (Xiong, Shen, et Wang 2021). Enfin, ce complexe
acrosome-acroplaxome-manchette joue de multiples réles : la formation de I'acrosome (sa
mise en place et sa forme), 'ancrage de I'acrosome a I’enveloppe nucléaire, I'élongation et Ia
condensation du noyau, le transport intra-flagellaire (pour la formation du flagelle). Du fait de
I’ensemble de ces actions, le complexe acrosome-acroplaxome-manchette influe sur la forme
de la téte spermatique (Xiong, Shen, et Wang 2021; Manfrevola et al. 2021; M. S. Lehti et
Sironen 2016; Kierszenbaum et Tres 2004).

Sur le plan fonctionnel, I'acrosome s’apparente a un lysosome et contient donc tout
comme lui des enzymes hydrolytiques telles que des hyaluronidases, hydrolases, ou des
protéinases neutres comme l'acrosine.

Lors de la réaction acrosomique, I'acrosome se vide de son contenu et relargue des
enzymes nécessaires aux spermatozoides pour traverser les cellules du cumulus et la zone
pellucide (Otcenaskova et al. 2023). Par ailleurs, on observe également lors de cette étape, la
relocalisation de protéines essentielles a I'interaction gamétique (Satouh et al. 2012; Barbaux
et al. 2020). La réaction acrosomique constitue donc une étape indispensable de la
fécondation (Bedford 2011). De ce fait, un spermatozoide n’ayant pas réalisé sa réaction
acrosomique ne sera pas en capacité de pouvoir féconder I'ovocyte (Khawar, Gao, et Li 2019).
En effet, la réalisation d’ICSI (Intra-Cytoplasmic Sperm Injection) avec des spermatozoides qui
présentent des défauts de leur acrosome ne permet pas d’obtenir une fécondation, a moins
d’activer 'ovocyte artificiellement en parallele (Nasr-Esfahani et al. 2008; Tavalaee et al.
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2023). La nécessité d’activer artificiellement I'ovocyte est due au fait que les patients
globozoospermiques ont des spermatozoides qui expriment peu ou pas la PLC{, qui est le
facteur spermatique majeur de I'activation ovocytaire (Eskandari et al. 2018 ; M. Tavalaee et
Nasr-Esfahani 2016). Il a cependant été montré que chez certaines espéces la présence de
I'acrosome sur le spermatozoide utilisé lors de [I'ICSI affecterait le développement
embryonnaire (Morozumi et Yanagimachi 2005). Néanmoins, pour les spermatozoides
humains et murins il n’est pas nécessaire de leur 6ter leur acrosome pour I'ICSI, méme si c’est
préférable en théorie (Morozumi et Yanagimachi 2005). Ainsi, une anomalie lors de la mise en
place de I'acrosome peut entrainer des défauts lors de I'étape de fusion gamétique et par
conséquent des probléemes de fertilité pouvant aller de I’hypofertilité jusqu’a la stérilité totale
(Modarres, Tavalaee, et Ghaedi 2019). Le mécanisme de la biogenéese de I'acrosome a été
décrit mais du point de vue moléculaire et de régulation du mécanisme, des inconnues
subsistent encore.

1.2.c.2. l’assemblage du flagelle

Le flagelle est responsable de la mobilité du spermatozoide. Il se compose de quatre
segments (de proximal a distal) : la piéce connective ou cou (ancrée sur le noyau, située a la
base du flagelle), la piece intermédiaire, la piece principale et enfin la piece terminale. La
chronologie de la mise en place de ces différents segments s’effectue en suivant ce méme
ordre (Figure 7).

Téte Hagelie
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_ intermédiaire Pigce principale __ terminale

1 2 :’l: 4 5 i T
Piéce Annulus
connective

Figure 7 : Représentation schématique d'un spermatozoide et de la composition de son flagelle (de
Escalier et Touré 2012)

1: Acrosome, 2 : Noyau, 3 : Piece connective, 4 : axonéme, 5 : Mitochondries, 6 : Annulus,

7 : Gaine fibreuse

La téte spermatique et le flagelle sont liés entre eux au niveau du cou aussi appelé la
piéce connective (Pereira et Sousa 2023). L'axonéme, qui constitue I'élément central et
principal du flagelle, s’étend tout le long du flagelle et assure la mobilité du spermatozoide.
Cette structure centrale du flagelle, est composée de neuf doublets de microtubules
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périphériques qui entourent une paire centrale de microtubules (structure en 9 doublets + 2
microtubules simples ou singulets) (Yogo 2022). Les bras de dynéines, qui sont des complexes
ATP-asiques, ou moteurs moléculaires, permettent de relier entre eux les microtubules
périphériques de I'axoneme. Chaque paire de microtubules périphériques est reliée a la paire
de microtubule centrale par des ponts radiaires (Figure 8) (Ray et al. 2017). L'axonéme est
entouré de structures périaxonémales qui sont, suivant les segments du flagelle : les fibres
denses, les mitochondries et la gaine fibreuse. Au niveau de la piece intermédiaire, I’axonéme
et les fibres denses sont entourés par la gaine mitochondriale. Les mitochondries représentent
une source d’énergie nécessaire aux battements du flagelle et donc a la mobilité du
spermatozoide. A la jonction entre les pieces intermédiaire et principale on retrouve une
structure dense aux électrons en microscopie électronique appelée annulus ou anneau de
Jensen. La piece principale est constituée de I'axoneme, associé ou non aux fibres denses, et
entouré par la gaine fibreuse. Enfin, au niveau de la piece terminale, on ne retrouve que
I’'axonéme sans structures périaxonémales (Escalier et Touré 2012).
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Figure 8 : Représentation schématique de I'axonéme (D’apres Pereira et Sousa 2023)

La mise en place du flagelle débute par I'élongation du centriole distal. Les centrioles
sont des structures cylindriques qu’on retrouve sous forme de paires, les deux centrioles étant
disposés perpendiculairement I'un a I'autre. Chacun des centrioles est constitué de neuf
triplets de microtubules. Les deux centrioles sont situés dans la piece connective du flagelle,
qui est reliée au noyau et permet ainsi la liaison entre la téte spermatique et le flagelle
(Escalier et Touré 2012). Le centriole le plus proche de la téte est appelé centriole proximal et
jouerait un réle dans l'organisation de la région du cou et dans I'établissement de la
manchette (Avidor-Reiss et al. 2019). Lors de la formation du flagelle, c’est le centriole distal,
le plus éloigné de la téte, dont les microtubules vont s’étendre pour servir de matrice a la
formation de neuf doublets de microtubules qui constitueront I'axoneéme (Pereira et Sousa
2023).
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Une fois la mise en place de 'axoneme initiée, le flagelle poursuit sa formation avec
une phase d’élongation au cours de laquelle se mettent en place les structures
périaxonémales (fibres denses et gaines mitochondriale et fibreuse). Pour cela, deux types de
transports de protéines sont nécessaires : d’une part le transport intra-manchette et d’autre
part le transport intra-flagellaire (O’Donnell et O’Bryan 2014).

La manchette, cette structure transitoire constituée de microtubules et de filaments
d’actine, se met en place au début de la spermiogenése et disparait avant la mise en place de
la piece intermédiaire (Cf. 1.2.c.1) (M. S. Lehti et Sironen 2016). La fonction de la manchette
est double : d’'une part elle participe a I'acquisition de la forme de la téte spermatique et
d’autre part elle joue un role dans la formation du flagelle du fait de la projection de ses
microtubules vers 'axonéme (M. S. Lehti et Sironen 2016; Yogo 2022). En effet, cette structure
se situe dans la partie caudale de la spermatide et est constituée d’un anneau périnucléaire
puis elle projette des microtubules dans le cytoplasme de la spermatide en direction du futur
flagelle (O’Donnell et O’Bryan 2014). Ainsi, certaines protéines sont présentes transitoirement
dans la manchette puis transportées le long des microtubules de la manchette depuis
I'appareil de Golgi en direction du flagelle en formation (O’Donnell et O’Bryan 2014; M. S.
Lehti et Sironen 2016). Le transport intra-manchette joue donc un réle important dans
I’'acheminement des protéines vers leur site d’assemblage (M. S. Lehti et Sironen 2016).

Le transport intra-flagellaire s’effectue via des protéines motrices, a savoir les
kinésines (transport antérograde) et les dynéines (transport rétrograde), qui se déplacent le
long des microtubules qui constituent I'axoneéme (Inaba 2011). Le transport intra-flagellaire
antérograde correspond a un déplacement du cytosol vers la partie terminale du flagelle afin
d’acheminer des éléments (protéines, lipides, ...) nécessaires a I’élongation de I'axonéme. Le
transport intra-flagellaire rétrograde est quant a lui un déplacement s’effectuant du flagelle
vers le cytosol pour permettre de rapporter dans le cytosol les éléments inutiles au flagelle
(Yogo 2022).

Ainsi, le transport intra-manchette et le transport intra-flagellaire coopérent pour
former le flagelle et ces deux types de transports sont essentiels a la formation du flagelle
(Figure 9) (M. S. Lehti et Sironen 2016; Pereira et Sousa 2023).

Avant que I'axonéme ne poursuive son extension et avant la mise en place de la gaine
mitochondriale, I'annulus se forme a la base du flagelle. Ce n’est que lorsque le flagelle
s’élonge que I'annulus va migrer le long de I'axonéme pour se placer a la fin de la piéce
intermédiaire, se situant donc a la jonction entre les piéces intermédiaire et principale (Pereira
et Sousa 2023). L'annulus est constitué majoritairement de protéines de la famille des septines
(SEPT). Ces protéines sont associées aux microtubules et a la membrane (Yogo 2022). A la
jonction entre les piéces intermédiaire et principale, I'annulus exerce un réle d’organisateur
morphologique du flagelle. En effet, il sert de guide pour le développement du flagelle ainsi
gue pour l'alignement des mitochondries. Par ailleurs, I'annulus joue également un réle de
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barriére de diffusion en empéchant la diffusion des protéines membranaires (Pereira et Sousa
2023).

Anneau
périnucléaire

Nucleus
X\\ /2 Transport intra-manchette
\

manchette \\ A - 4 4

¥

Protéines motrices

i

0.0,

axoneme

Transport intra-flagellaire

Figure 9 : Représentation schématique des transports intra-manchette et intra-flagellaire (D’apres
Yogo 2022)

La piece intermédiaire, qui se situe juste derriere la piéce connective est composée de
I’axonéme qui est entouré de neuf fibres denses externes, elles-mémes entourées par la gaine
mitochondriale. Cette derniére a une forme hélicoidale, les mitochondries en hélices (Pereira
et Sousa 2023). Au cours de la mise en place de la gaine mitochondriale, on observe tout
d’abord un alignement des mitochondries au niveau de la piéce intermédiaire, puis ces
derniéres subissent des changements de leur morphologie. En effet, lors de leur alignement
les mitochondries sont sphériques, puis au fur et a mesure de la mise en place de la gaine
mitochondriale, les mitochondries s’étalent pour prendre une forme de croissant, puis
continuent ensuite a s’étaler afin de former la gaine mitochondriale (Yogo 2022). Cette
derniére se termine au niveau de I'annulus.

Au niveau de la piéce principale, située immédiatement apres I’annulus, on retrouve la
gaine fibreuse entourant les fibres denses externes qui elles-mémes entourent I'axonéme
situé au centre (Ray et al. 2017; Yogo 2022; Pereira et Sousa 2023). Les fibres denses externes
ainsi que la gaine fibreuse exercent des fonctions de protection de I'axonéme en assurant
I'intégrité structurale du flagelle ainsi que son élasticité et la résistance de la gaine. Toutes ces
fonctions permettent de favoriser la mobilité spermatique (Yogo 2022; Pereira et Sousa 2023).

La piéce terminale, située en aval de la piéce principale, débute la ou la gaine fibreuse
n’est plus présente (Pereira et Sousa 2023). En effet, la piece terminale ne comporte que des
structures axonémales, et aucune structure périaxonémale n’est présente (Ray et al. 2017).
Dans la région distale de la piece terminale, I'axonéme se désorganise et les microtubules ne
se retrouvent plus en doublets mais en singulets (Pereira et Sousa 2023).
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A la fin de la spermiogenese, les spermatides sont matures, allongées, condensées, et
sont encore enchassées dans I'épithélium germinal. Elles ne seront appelées spermatozoides
que lorsqu’elles seront libérées dans la lumiere du tube séminifére lors du processus appelé
spermiation. Les spermatozoides sont alors transportés dans les tubes droits qui s’abouchent
ensuite dans un réseau de canaux appelé le rete testis. |ls passent alors dans les cones
efférents ou ils rejoignent un canal nommé épididyme. Ceci marque la sortie des
spermatozoides hors du testicule.

I.2.d. La maturation post-testiculaire

Alafin de la spermatogeneése, les spermatozoides ainsi produits sont immobiles et immatures.
IIs vont alors devoir subir une maturation post-testiculaire :

- Tout d’abord, une maturation au cours de leur passage dans I'épididyme. Ceci leur
permet d’acquérir leur motilité et leur pouvoir fécondant.

- Puis, une maturation au cours de leur passage dans les voies génitales femelles. Cette
maturation fonctionnelle est essentielle au spermatozoide pour pouvoir féconder
I'ovocyte. Il s’agit de la capacitation et de la réaction acrosomique.

1.2.d.1. La maturation épididymaire

Une fois libérés dans la lumiére du tube séminifére, les spermatozoides ne sont pas
encore aptes a féconder. En effet, ils sont immatures, immobiles et n’ont pas encore acquis
leur pouvoir fécondant. L'épididyme, organe essentiel du systéme reproducteur male, est
accolé au testicule. Cet organe est le siege de I'acquisition de leur mobilité et de leur pouvoir
fécondant. Il est composé de trois segments anatomiques distincts : la téte, le corps, et la
gueue de I'épididyme. L'expression des genes le long de ce tubule est trés segmentée et
hautement régulée par différents facteurs. Les spermatozoides parcourent tout le canal
épididymaire jusqu’a rejoindre la queue de I'épididyme qui constitue le lieu de stockage et de
conservation des spermatozoides avant I'éjaculation et qui se poursuit par le canal déférent.

Le long de leur trajet au sein de I"épididyme, les changements morphologiques des
spermatozoides continuent : I’ADN poursuit sa condensation, et le cytoplasme diminue
encore de volume, produisant ainsi une téte spermatique plus petite et plus compacte. C'est
également au cours de leur traversée de I'épididyme que les spermatozoides subissent des
restructurations au niveau de leur membrane plasmique. Ces modifications membranaires
permettent I'exposition de protéines essentielles a I'interaction gamétique. Par ailleurs, le
masquage des sites antigéniques a la surface du spermatozoide permet d’assurer sa
protection d’éventuelles agressions lors de la traversée des voies génitales femelles. Dans
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I’ensemble, ces changements au niveau membranaire produisent des effets sur la motilité et
sur 'aptitude a poursuivre la maturation post-testiculaire des spermatozoides, a savoir la
capacitation et la réaction acrosomique.

1.2.d.2. La capacitation

Lors de I'accouplement, les spermatozoides sont éjaculés dans la partie postérieure du
vagin, a I’entrée du col de I'utérus. L’éjaculation constitue une étape de maturation en elle-
méme. En effet, les spermatozoides vont alors subir une stimulation mécanique, I'éjaculation,
et une stimulation chimique, due aux sécrétions des différentes glandes du tractus génital
male qui constituent le liquide séminal. Ceci entraine I'activation de leur aptitude a la mobilité,
et les spermatozoides sont alors capables de poursuivre leur maturation avec la capacitation
et la réaction acrosomique.

Une fois déposés au fond du vagin, les spermatozoides vont alors migrer du vagin vers
I'utérus en traversant le col de l'utérus et la glaire cervicale qui s’y trouve. Arrivés dans
I'utérus, les spermatozoides vont migrer dans les trompes utérines (ou trompes de Fallope)
jusqu’a atteindre I'ampoule tubaire. C'est dans I'ampoule tubaire que I'ovocyte a été expulsé
par I'ovaire adjacent a la trompe utérine, et c’est ici que se produira la fécondation. La
traversée des spermatozoides dans les voies génitales femelles induit leur capacitation, étape
indispensable pour faire ensuite leur réaction acrosomique et ainsi pouvoir féconder
I'ovocyte.

La capacitation est une maturation fonctionnelle qui se produit au contact des
sécrétions du tractus génital femelle. Au cours de ce processus, les spermatozoides subissent
un remaniement de leurs constituants membranaires. En effet, la présence d’accepteurs de
cholestérol dans les sécrétions génitales femelles induit le démasquage des récepteurs
membranaires spermatiques. Ce processus permet donc d’exposer a la membrane et de
rendre ainsi accessibles les récepteurs membranaires spermatiques qui entreront en jeu lors
de [linteraction avec |'ovocyte et ses enveloppes. Par ailleurs, ces remaniements
membranaires rendent possible la réaction acrosomique, indispensable a la fécondation. De
plus, les modifications membranaires spermatiques ont des conséquences sur la motilité des
spermatozoides (Pitnick, Wolfner, et Dorus 2020). En effet, c’est au cours de la capacitation
qgue les spermatozoides acquierent une motilité de type hyperactivité. Ce mouvement
consiste notamment en l'augmentation de la fréquence des battements du flagelle,
mouvements dits en coups de fouet. On observe également une modification des trajectoires
des tétes spermatiques qui réalisent des mouvements amples induisant un déplacement des
spermatozoides de type pendulaires latéraux.

De fagon plus globale, la capacitation est caractérisée par des remaniements
membranaires spermatiques comme par exemple I’'enlévement du cholesterol libre ou encore
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I’hyperphosphorylation des tyrosines (Bailey 2010). La capacitation des spermatozoides induit
I’hyperactivité des spermatozoides et ainsi leur capacité a poursuivre leur maturation par la
réaction acrosomique.

1.2.d.3. La réaction acrosomique

La réaction acrosomique des spermatozoides est un préalable indispensable a
I'interaction des membranes gamétiques. En effet, pour pouvoir traverser les enveloppes de
'ovocyte et atteindre la membrane plasmique ovocytaire et fusionner avec, les
spermatozoides doivent avoir réalisé leur réaction acrosomique. En effet, seuls les
spermatozoides acrosomes réagis auront la capacité de fusionner avec I'ovocyte.

Dans I'acrosome, on retrouve des composés solubles mais également une structure
appelée matrice acrosomale (Buffone, Hirohashi, et Gerton 2014). La matrice acrosomale est
guant a elle constituée d’enzymes (protéases, glycohydrolases : acrosine, cathepsines D et L,
hyaluronidase B-D-glucuronidase, a-L-fucosidase, ...) ainsi que de protéines de liaison a la zone
pellucide telles que ZP3R/sp56 (anciennement p56), zonadhesin, B-1,4 galactosyltransferase,
ou encore SED-1 (Tulsiani et al. 1998; Buffone, Foster, et Gerton 2008; Buffone et al. 2008).

La réaction acrosomique des spermatozoides se produit avant la rencontre avec
I’ovocyte ou aux abords de ce dernier et de ses enveloppes, a savoir les cellules du cumulus et
la zone pellucide (Hirohashi et Yanagimachi 2018). Au cours de ce processus, le contenu de
I'acrosome est libéré, relarguant ainsi de nombreuses enzymes. En effet, des pores se forment
tout le long de I'acrosome du fait de la fusion de la membrane plasmique spermatique avec la
membrane acrosomique externe située immédiatement en dessous (Figure 10) (Buffone et al.
2009). Les pores s’agrandissent de plus en plus jusqu’a la libération de la totalité du contenu
de I'acrosome. Ainsi, a I'avant du spermatozoide, la membrane acrosomique interne, qui est
reliée au noyau par 'acroplaxome, devient alors la membrane plasmique spermatique. On
distingue alors la région acrosomale a I'avant, immédiatement suivie par la région post-
acrosomale, et le segment équatorial qui correspond a la jonction entre ces deux régions.

Différents scénarii ont été proposés concernant le site exact ol se produit la réaction
acrosomique, définissant ainsi deux modeles. Selon la littérature, la réaction acrosomique
pourrait se produire (Buffone, Hirohashi, et Gerton 2014) :

- Aux abords des cellules du cumulus, induite par la présence de facteurs sécrétés par les
cellules du cumulus ou présents dans le milieu

- A la surface des cellules du cumulus, induite par des facteurs solubles et la matrice du
cumulus oophorus

- Au contact des cellules du cumulus, induite par contact avec les cellules du cumulus au sein
du cumulus oophorus

- Au contact de la zone pellucide, induite par le contact avec les constituants de la zone
pellucide, et notamment ZP3.
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Figure 10 : Schéma de la réaction acrosomique du spermatozoide (de www.embryology.ch)
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Deux grands modeéles émergent de ces scénarios : le modele de réaction acrosomique,
et le modéle d’exocytose de I'acrosome (Buffone et al. 2008). Dans le modéle dit de réaction
acrosomique, celle-ci se déroulerait lors du contact du spermatozoide avec la zone pellucide
et des protéines qui la composent (ZP1, ZP2, ZP3) (Tanphaichitr et al. 2007). Dans le modele
d’exocytose de I'acrosome, ce serait les changements induits par la capacitation au niveau
membranaire et de la région acrosomale qui induiraient I’exocytose de la matrice acrosomale
et donc I'exposition des protéines acrosomales impliquées dans la liaison aux protéines de la
zone pellucide. Dans ce modele, I'exocytose du contenu de I'acrosome se produirait donc en
amont de la traversée des cellules du cumulus et de la liaison avec la zone pellucide. Par
ailleurs, dans ce modele, plusieurs stades intermédiaires d’exocytose pourraient étre décrits
allant d’'un spermatozoide acrosome intact a un spermatozoide acrosome réagi alors que dans
le modeéle dit de réaction acrosomique, le spermatozoide passerait de facon quasi immédiate
d’intact a réagi (K.-S. Kim et Gerton 2003; Buffone et al. 2009).

Ainsi, lors de la réaction acrosomique, ou de I'exocytose du contenu de la matrice
acrosomale, la libération du contenu de l'acrosome est essentielle pour permettre au
spermatozoide de traverser la zone pellucide et féconder I'ovocyte.

Les enzymes acrosomales relarguées ou exposées a la membrane lors de la réaction
acrosomique vont agir sur le milieu environnant et jouer un role pour faciliter la traversée des
cellules du cumulus et de la zone pellucide par les spermatozoides. Par exemple, les
hyaluronidases (SPAM1 — anciennement PH-20- et HYALS), vont permettre de lyser 'acide
hyaluronique qui est présent entre les cellules du cumulus et qui assure leur maintien entre
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elles (E. Kim et al. 2005; Reitinger et al. 2007; E. Kim et al. 2008). Les cellules du cumulus vont
alors se dissocier de plus en plus et permettre aux spermatozoides de traverser cette zone
pour atteindre la zone pellucide. Ensuite, une autre protéine acrosomale, 'acrosine, va quant
a elle avoir une action de type protéase. Elle va permettre de digérer localement la zone
pellucide et ainsi rendre possible la traversée de la zone pellucide par le spermatozoide.
Cependant, les males Knock-Out (KO) Acrosin sont fertiles, ce qui suggere que le réle de
I’acrosine n’est pas indispensable a la digestion de la ZP, mais elle y participe (Baba et al. 1994;
Mao et Yang 2013). Par ailleurs, lors de la réaction acrosomique on observe une relocalisation
sur le segment équatorial de certaines protéines qui seront par la suite essentielles a
I'interaction gamétique et qui seront ainsi localisées dans la zone ou a lieu la fusion.

Enfin, aprés sa formation puis ses maturations, intra et extra testiculaires, le
spermatozoide est mature, fonctionnel et doté d’un pouvoir fécondant. Ainsi, apres la
traversée des cellules du cumulus et de la zone pellucide, le spermatozoide est alors capable
d’entrer en interaction avec I'ovocyte, tout d’abord en y adhérant, puis en fusionnant avec lui.

Les altérations de I'acrosome peuvent affecter sa morphologie (altération du trafic
vésiculaire inter organites ou du complexe acroplaxome-acrosome-manchette induisant une
altération de la forme de la téte spermatique) ou bien affecter sa fonction (altération du
contenu de I'acrosome).

Il. L'interaction gamétique

Apres I'ensemble de la spermatogenése et du transit épididymaire pour former des
spermatozoides mobiles, puis leur phase terminale de maturation durant la traversée des
voies génitales femelles et leur passage au travers des cellules du cumulus et de la zone
pellucide qui entourent I'ovocyte, les spermatozoides parviennent enfin a I’étape finale de Ia
fécondation, a savoir I'interaction gamétique (Figure 11). Cette étape comporte différentes
phases : la rencontre et la reconnaissance des gametes entre eux, puis la reconnaissance
spécifique entre les protéines membranaires spermatiques, situées sur son segment
équatorial d’un coté et les récepteurs membranaires ovocytaires, situées dans la zone
microvillaire de I'autre. Aprés leur reconnaissance, les gametes adhéerent entre elles. Leur
adhésion, si elle est suffisante et efficace, se poursuivra par la fusion de leurs membranes. Au
préalable, la réaction acrosomique des spermatozoides leur permet de démasquer et
relocaliser les protéines essentielles a I'interaction gamétique. Cette relocalisation permet a
ces protéines de se situer au niveau du segment équatorial, zone de l'initiation de I'interaction
des membranes spermatiques et ovocytaires.
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Figure 11 : Schéma des étapes clefs de 'interaction gamétique : I'approche du spermatozoide, sa
traversée de la zone pellucide, son adhésion puis sa fusion avec la membrane plasmique ovocytaire
(de Deneke et al. 2021)

L'interaction gamétique est définie comme une interaction de type « clef-serrure ».
L'interaction des protéines gamétiques entre elles va dans un premier temps permettre de
rapprocher les membranes plasmiques des gamétes de facon a obtenir I'adhésion des
gametes. L'adhésion des gameétes doit étre efficace, c’est-a-dire que la force d’adhésion doit
étre bien particuliere afin de rapprocher entre elles les membranes spermatique et
ovocytaire, mais également laisser un espace entre elles afin que les protéines situées sur
chacune des membranes puissent interagir entre elles sans qu’il y ait de géne stérique
(Brukman et al. 2019). En effet, I'adhésion gamétique doit étre suffisante et efficace. Sila force
d’adhésion entre les gameétes n’est pas bonne, alors I'étape de fusion ne sera pas initiée. Si
I'adhésion gamétique est suffisante et efficace, elle aboutira a la fusion de leurs membranes :
c’est la fécondation de l'ovocyte par le spermatozoide. La téte spermatique est alors
internalisée et le matériel génétique qu’elle contient est transféré a I'intérieur du cytoplasme
ovocytaire, ce qui aboutit a la formation d’une cellule ceuf diploide.

A ce jour, un certain nombre de protéines, ovocytaires et spermatiques ont pu étre
identifiées comme essentielles a I'interaction gamétique, et plus particulierement a I'étape
d’adhésion des gametes. A 'aide de modeles murins, il a été montré qu’en I'absence de I'une
de celles-ci, aucune fécondation n’était observée et que les spermatozoides restaient dans
I’espace périvitellin sans parvenir a fusionner avec I'ovocyte. Pour certaines de ces protéines,
leur implication dans la fécondation chez I'espece humaine a pu étre démontrée par
I'utilisation d’anticorps dirigés contre elles. Cependant, aucune d’entre elle n’a pu étre
identifiée comme la protéine responsable de la fusion proprement dite entre les membranes
spermatique et ovocytaire. Elles sont donc essentielles a I'adhésion gamétique, mais leur seule
présence ne permet pas d’aboutir a la fusion gamétique.

Actuellement, aucune protéine au pouvoir fusogénique n’a pu étre identifiée comme
I'acteur clef du processus de fusion gamétique. Il subsiste donc encore des inconnues pour
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pouvoir décrire le mécanisme de l'interaction gamétique dans son entiéreté. Combler le
mangque de connaissance sur I'étape d’interaction gamétique, et plus particulierement sur la
fusion des gametes, permettrait d’identifier les causes de certaines infertilités et d’identifier
de nouvelles cibles potentielles pour développer de nouveaux moyens de contraception.

Néanmoins, ces dernieres années ont permis de découvrir de nouvelles protéines
essentielles a 'adhésion gamétique. Ainsi, au total, neuf protéines sont connues pour étre
essentielles a cette étape, deux d’entre elles sont ovocytaires et les autres sont spermatiques.

Jusqu’a récemment, seulement trois protéines essentielles a 'adhésion des gametes
étaient connues. Deux d’entre elles sont ovocytaires, CD9 et JUNO, et I'autre est spermatique,
IZUMOL1 (Kaji et al. 2000; Inoue et al. 2005; Bianchi et al. 2014). Il a d’ailleurs été montré que
lors de I'interaction gamétique, ces trois protéines se situaient au niveau des zones de contact
puis d’adhésion/fusion des membranes plasmiques spermatique et ovocytaire (Chalbi et al.
2014). Ce n’est qu’a partir de 2020, qu’ont été décrites six autres protéines essentielles a
I'adhésion des gametes. Ces protéines spermatiques sont: SPACA6 (SPerm ACrosome
Associated 6), SOF1 (Sperm-Oocyte Fusion Required 1), TMEM95 (Transmembrane Protein
95), FIMP (Fertilization Influencing Membrane Protein), DCST1 et DCST2 (Dendrocyte
Expressed Seven Transmembrane Protein Domain-Containing 1 et 2) (Barbaux et al. 2020;
Lamas-Toranzo et al. 2020; Fujihara et al. 2020; Noda et al. 2020; 2022; Inoue, Hagihara, et
Wada 2021).

I.1. CD9 : organisateur moléculaire

La premiere protéine identifiée comme indispensable a la fécondation a été la
tétraspanine CD9 (F. Le Naour et al. 2000; Kaji et al. 2000; Miyado, Mekada, et Kobayashi
2000). CD9 est un organisateur moléculaire dont la présence est essentielle a 'adhésion
gamétique. Les tétraspanines possédent quatre domaines transmembranaires formant ainsi
deux boucles extracellulaires de taille inégale (E Rubinstein et al. 2006). Elles sont exprimées
a la membrane et interagissent entre elles ainsi qu’avec d’autres protéines membranaires,
telles que les intégrines, de facon directe ou indirecte (Boucheix et Rubinstein 2001; Charrin
et al. 2003; E Rubinstein et al. 2006). Du fait de cette grande capacité d’interaction, on parle
de réseau de tétraspanines qui aurait un réle dans la signalisation cellulaire en mettant en
relation ces différents acteurs moléculaires (Eric Rubinstein et al. 1996; Charrin et al. 2003;
Francois Le Naour et al. 2004; Charrin et al. 2009; 2014). Ainsi, du fait de leur réseau
moléculaire, les tétraspanines, et notamment CD9, auraient un rble d’organisateur de
complexes moléculaires.

CD9 est une protéine ubiquitaire qui sur la membrane ovocytaire est exprimée au
niveau de la zone microvillaire et son expression est enrichie au niveau des microvillosités
(Runge et al. 2007). La génération d’une lignée KO Cd9 a été réalisée, et les souris femelles de
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cette lignée présentent une forte hypofertilité du fait d’un défaut d’adhésion/fusion
gamétique. CD9, malgré le fait qu’elle ne soit pas elle-méme une protéine d’adhésion
proprement dite, est impliquée dans I'étape d’adhésion gamétique. Chez les femelles KO Cd9,
les spermatozoides parviennent a I'ovocyte, traversent les cellules du cumulus et la zone
pellucide mais n’adhérent pas ou pas correctement a la membrane plasmique ovocytaire,
s’accumulant ainsi dans I'espace périvitellin (F. Le Naour et al. 2000; Kaji et al. 2000; Miyado,
Mekada, et Kobayashi 2000). Ainsi, CD9 apparait bien étre une protéine essentielle de
I'adhésion gamétique. En effet, il a depuis été décrit que CD9 intervient dans la création de
sites d’adhésion. Ces sites d’adhésion permettent de maintenir les membranes ovocytaire et
spermatique suffisamment proches durant toute la durée de l'interaction gamétique. Cette
proximité des membranes est nécessaire pour que la fusion des membranes puisse ensuite
avoir lieu (Jégou et al. 2011).

Par ailleurs, CD9 joue un role dans I'agencement et la structure des microvillosités
présentes a la surface de I'ovocyte. Les souris femelles KO Cd9 ont une plus grande densité de
microvillosités, et ces dernieres sont plus courtes et plus épaisses, ce qui participerait a
expliquer que les spermatozoides ne parviennent pas a fusionner avec les ovocytes de ces
femelles KO (Runge et al. 2007). Le r6le de CD9 en tant qu’organisateur moléculaire permet
également de restreindre la localisation de protéines liées a un complexe
glycosylphosphatidylinositol (GPI-AP) afin qu’elles restent au niveau des futurs sites de fusion
(Inoue, Saito, et Wada 2020). Bien que CD9 soit essentielle a I'adhésion des gametes, son rdle
d’organisateur se poursuit tout au long de l'interaction gamétique en permettant I’activation
de protéines responsables du remodelage du cytosquelette d’actine au niveau des sites
d’adhésion du spermatozoide a I'ovocyte, facilitant ainsi I'intégration de la téte spermatique
dans I'ovocyte (H. Wang, Hong, et Kinsey 2021). Chez I’humain, CD9 contréle les interactions
du réseau de tétraspanines, et plus précisément la formation de zones dans lesquelles on
retrouve l'intégrine a6B1 et CD151. Ces zones jouent un role essentiel dans la fusion des
gametes (Ziyyat et al. 2006). Par ailleurs, la structure cristallographique de CD9 a été réalisée,
permettant ainsi d’étudier plus précisément et de mieux comprendre ses interactions
moléculaires et ses fonctions (Figure 12) (Umeda et al. 2020).

Figure 12 : Structure de la protéine CD9 (de Siu et al. 2021)

39



11.2. IZUMO1 - JUNO : un couple ligand - récepteur

Avant les années 2020, les deux autres protéines connues comme essentielles a
I'interaction gamétique constituent un couple ligand-récepteur. Il s’agit d’'IZUMO1 sur la
membrane spermatique et JUNO sur la membrane ovocytaire.

A I'origine, IZUMO1 est la toute premiére protéine a avoir été découverte a la fin des
années 80 comme indispensable a la fécondation mais n’a été identifiée qu’en 2005. En effet,
ce sont des expériences in vitro qui ont montré que I'addition d’un anticorps monoclonal
nommé OBF13 induisait une inhibition de la fécondation (Okabe et al. 1988). Cependant, ce
n’est qu’en 2005 qu’a pu étre identifiée la protéine contre laquelle cet anticorps était dirigé
(Inoue et al. 2005). IZUMOL1 est une protéine immunoglobuline (Ig)-like de type | et s’exprime
spécifiguement dans les cellules germinales. Il a été montré que les males KO lzumo1 étaient
stériles. En effet, leurs spermatozoides parviennent jusqu’a I'ovocyte, traversent les cellules
du cumulus et la zone pellucide mais s’accumulent ensuite dans I'espace périvitellin sans
parvenir a fusionner avec la membrane plasmique ovocytaire (Inoue et al. 2005). Ceci a tout
d’abord orienté vers un réle d’IZUMO1 dans I'étape de fusion gamétique puisque les
spermatozoides qui ont en sont dépourvus continuent a adhérer a I'ovocyte mais sans jamais
fusionner avec ce dernier (Inoue et al. 2005). Cependant, il a par la suite été montré
gu’lZUMO1 n’est pas suffisante pour induire la fusion puisque des cellules exprimant IZUMO1
ne parviennent pas a fusionner avec des ovocytes alors qu’elles deviennent capables d’y
adhérer (Noda et al. 2020; Chalbi et al. 2014). De ce fait, IZUMO1 est suffisante et essentielle
pour induire de I'adhésion entre les membranes plasmiques spermatiques et ovocytaire, mais
sa seule présence ne permet pas I'induction de la fusion. Le role d'IZUMO1 semble donc étre
de générer des liaisons qui permettent une grande proximité de la membrane spermatique
avec la membrane ovocytaire, de facon a induire une adhésion forte entre les gametes,
indispensable pour initier I’étape suivante qui est leur fusion (Chalbi et al. 2014). Récemment,
il a été décrit qu’IZUMOL1 serait le fusogéne responsable de la fusion gamétique chez la souris
(Brukman et al. 2022). Ceci a été montré dans un systeme cellulaire hétérologue dont les
lignées cellulaires utilisées pourraient étre amenées a fusionner, non pas du fait de
I'expression d’'IZUMO1, mais du fait d’'un autre processus cellulaire tel que I'endocytose ou la
trogocytose (Bianchi et Wright 2023). De plus, lorsqu’ils ont placé des cellules exprimant
IZUMOL1 en présence d’ovocytes de souris, ils ont pu observer de I'adhésion cellulaire mais
aucune fusion, ce qui était décrit précédemment dans la littérature (Inoue et al. 2015; Chalbi
et al. 2014; Brukman et al. 2022).

Par ailleurs, la localisation d’IZUMO1 sur le spermatozoide a depuis été décrite. Elle
varie selon le statut acrosomal du spermatozoide. Lorsque les spermatozoides sont acrosomes
intacts, IZUMOL1 est située sur les membranes acrosomales interne et externe dans la région
antérieure (dite du capuchon) de I'acrosome. Lors de la réaction acrosomique, IZUMO1 est
transloqué sur la membrane plasmique au niveau du segment équatorial qui est la zone par
laguelle commence l'interaction entre le spermatozoide et I'ovocyte (Satouh et al. 2012).

40



Le récepteur d’'IZUMO1 situé sur la membrane ovocytaire a ensuite été recherché en
utilisant une banque de clones d’ADNc d’ovocyte de souris. Ces clones ont ensuite été
transfectés dans des cellules puis testés pour leur aptitude a se lier a IZUMO1. Ceci a permis
d’identifier en 2014 le récepteur ovocytaire d’'1ZUMO1, JUNO ou IZUMO1R (Bianchi et al.
2014). JUNO est une GPI-AP appartenant a la famille des récepteurs au folate. De la méme
facon que le phénotype observé pour le KO /lzumol, il a été observé que les ovocytes
dépourvus de JUNO étaient incapables de lier et de fusionner avec les spermatozoides, qui
s’accumulaient alors dans I'espace périvitellin. Ceci induit une stérilité des femelles KO Juno.
Ainsi, ces deux protéines partenaires, que sont IZUMO1 sur le spermatozoide et JUNO sur
I’ovocyte, sont indispensables a I'interaction gamétique et plus particulierement a I'adhésion
des gameétes puisque leurs seules expressions permettent d’observer une adhésion mais pas
d’initier la fusion (Chalbi et al. 2014; Noda et al. 2020). Par ailleurs, le role de JUNO dans la
fécondation humaine a été démontré avec l'utilisation d’anticorps monoclonaux dirigés
contre JUNO (Jean et al. 2019). Celui de 1ZUMO1 humain a été démontré dans un systéme
hétérologue utilisant des ovocytes de Hamster et des spermatozoides humains en présence
d’un anticorps anti-IZUMO1 (Inoue et al. 2005).

Depuis, la dynamique de l'interaction entre IZUMO1 et JUNO a été étudiée. Il a été
identifié qu’1ZUMO1, situé sur le segment équatorial de spermatozoides acrosome réagi, se
lie a JUNO (Figure 13). Cette interaction permet de rapprocher deux monomeres IZUMO1 qui
vont alors se dimériser sous I'action de protéines disulfide isomérases (PDI). La dimérisation
d’IZUMO1 induirait un changement de conformation de ce dernier, lui faisant alors perdre son
affinité pour JUNO entrainant leur détachement. En effet, JUNO n’est alors plus détecté sur la
membrane ovocytaire suggérant qu’elle est libérée dans I'espace périvitellin (soit par clivage
de sa partie extracellulaire soit sous forme de vésicules) (Inoue et al. 2015). On peut alors se
demander quel est le devenir d'lIZUMO1 aprés s’étre détaché de JUNO, interagit-il avec un
autre acteur ovocytaire ou bien sa dimérisation entraine-t-elle la mobilisation d’un autre
acteur spermatique ?

1IZUMO1

Figure 13 : Structure du complexe IZUMO1-JUNO humain (de Siu et al. 2021)
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Ainsi, l'interaction d’IZUMO1 et JUNO est indispensable pour induire I'adhésion des
gametes et plus précisément une adhésion suffisante et efficace qui permet ensuite d’initier
la fusion des membranes. Cependant, il apparait que ce couple ligand-récepteur ne permet
pas d’expliquer tout le processus d’adhésion puis de fusion des gamétes. Ce mécanisme
semble impliquer des complexes moléculaires composés de multiples protéines.

11.3. Les autres acteurs essentiels a I'interaction gamétique

Plus récemment, six autres protéines ont pu étre identifiées comme étant essentielles
a la fécondation. Ces protéines sont situées sur le spermatozoide. Leur caractére essentiel a
la fécondation a pu étre démontré avec la réalisation de lignées KO pour ces génes qui ont
toutes présentées le méme phénotype : les spermatozoides dépourvus du géne en question
parviennent jusqu’a I'ovocyte et traversent les cellules du cumulus puis la zone pellucide pour
venir s"accumuler dans I'espace périvitellin sans gu’il n’y ait de fusion des gamétes (Barbaux
et al. 2020; Fujihara et al. 2020; Lamas-Toranzo et al. 2020; Inoue, Hagihara, et Wada 2021;
Noda et al. 2020; 2022). De ce fait, les souris males de ces lignées sont stériles. SPACA6, FIMP,
TMEMO95 et DCST1&2 sont des protéines membranaires. SOF1 est quant a elle sécrétée.
Certaines de ces protéines présentent des similitudes structurales avec 1ZUMO1, c’est
notamment le cas de SPACA6 et TMEM95. De facon intéressante, dans les KO Dcst1&2, Dcstl,
Dcst2, de la méme facon que dans le KO /zumol, les spermatozoides perdent également
I’expression de la protéine SPACA6 (Inoue, Hagihara, et Wada 2021). Ceci suggere que les
protéines IZUMO1 et DCST1&2 influencent la présence ou la stabilité de SPACAG6. A l'inverse,
dans les lignées KO Spaca6, Sofl, Tmem95, Dcst1&2, Dcstl, Dcst2, on n’observe pas de perte
d’expression de la protéine IZUMO1 (Noda et al. 2020; Inoue, Hagihara, et Wada 2021).
Plusieurs expériences de co-transfection de ces protéines (FIMP, SPACA6, SOF1, TMEM95) en
plus d’'IZUMO1 ont montré que I'ajout de I'expression de ces protéines n’augmente pas la
force d’adhésion obtenue par IZUMO1 seul (Noda et al. 2020; Fujihara et al. 2020). L’ensemble
de ces protéines va nécessiter d’autres recherches afin de déterminer précisément leur réle
et leur fonctionnement dans la dynamique de la fécondation.

Dernierement, en 2022 et 2023, deux autres protéines ont été découvertes qui
interviendraient dans I'adhésion/fusion gamétique. La premiére, Fc receptor-like 3 ou MAIA,
est ovocytaire et serait membre d’un complexe protéique IZUMO1/JUNO/MAIA. Les auteurs
proposent un modele dans lequel la dimérisation d’'IZUMO1 engendrerait la translocation de
JUNO depuis la membrane ovocytaire vers la membrane plasmique du spermatozoide, laissant
alors sa place a MAIA qui interagirait alors avec IZUMOL. Enfin, cette interaction engendrerait
un changement de conformation de MAIA qui permettrait de rapprocher les membranes
spermatique et ovocytaire a travers cette liaison IZUMO1/MAIA (Vondrakova et al. 2022). Il
n’existe cependant pas d’orthologue de ce géne chez la souris. La seconde protéine décrite
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plus récemment, est TMEMS81. C'est une protéine spermatique qui interviendrait dans un
complexe protéique composé de SPACA6/IZUMO1/TMEMS81. Tout comme IZUMO1 et
SPACA6, TMEMS81 serait essentiel a I'adhésion gamétique. Les KO Tmem81 réalisés chez la
souris et le zebrafish ont montré une infertilité des males. TMEMS81 serait un facteur
spermatique essentiel a I'interaction gamétique (Deneke et al. 2023).

Ainsi, toutes les protéines décrites ci-dessus sont essentielles a la fécondation et il
apparait de plus en plus que l'interaction gamétique est un processus composé de plusieurs
étapes au cours desquelles interviennent plusieurs complexes moléculaires, chacun composé
de multiples protéines, dont certaines ne sont pas encore identifiées (Figure 14).

DCST1 DCST2  SPACA6 SOF1 TMEM9 FIMP ADAMS |hia0rins Cytoplasm

\ Sperm
plasma
membrane

plasma
JUIIY memrane

CD9 tetraspanin Integrins Cytoplasm

Figure 14 : Schéma des protéines essentielles de I'interaction gamétique

I1.4. Une protéine de fusion ?

A ce jour, la fusion gamétique reste encore un processus dont le mécanisme
moléculaire n’est pas connu. En effet, aucune des protéines décrites précédemment n’est
suffisante pour initier la fusion des gamétes.

En prenant exemple sur d’autres processus physiologiques de fusion cellulaire, comme
la formation du placenta, la myogenése ou I'entrée de virus dans les cellules, plusieurs scénarii
permettant d’expliquer la fusion des gametes peuvent étre imaginés. La fusion cellulaire serait
constituée de différentes étapes: I'adhésion et le rapprochement des membranes des
gametes, puis une hémifusion (les feuillets externes des membranes plasmiques des deux

43



cellules concernées fusionnent) et enfin la formation d’un pore de fusion qui dans un second
temps s’étend entrainant la fusion des cytoplasmes (Deneke et Pauli 2021).

L'un des scénarii envisagés serait |'existence d’une protéine fusogene. Une protéine
fusogéne est une protéine qui porte un domaine fusogene, dont la présence sur 'une des
cellules ou les deux, serait suffisante pour induire la fusion des cellules. Dans ce scénario, la
famille des protéines ADAM (A Disinterin And Metalloprotease) a souvent été évoqué. En
effet, ces protéines présentent des domaines qui leur permettent d’avoir un role dans
I’'adhésion cellulaire. D’autre part, certaines de ces protéines présentent dans leur séquence
un peptide fusogene putatif. Enfin, I'un des groupes de classification des ADAMs regroupe les
ADAMs qui s’expriment spécifiquement dans le testicule.

L’autre scénario serait les réarrangements des membranes lipidiques. La proximité des
membranes des deux cellules serait suivie d’une étape d’hémifusion au cours de laquelle seuls
les feuillets externes des membranes plasmiques fusionneraient. Durant cette étape, seuls les
lipides membranaires des deux cellules fusionneraient mais pas les contenus cellulaires.
Seulement aprés cette étape se produirait la fusion des feuillets internes des membranes
plasmiques, induisant alors la formation d’un pore de fusion qui permettrait alors la fusion
des contenus cellulaires.

D’autres facteurs pourraient également étre impliqués dans la fusion gamétique. En
effet, la présence de microdomaines membranaires, constitués de radeaux lipidiques, au sein
desquels les protéines essentielles a I'adhésion et/ou fusion seraient regroupées ensemble,
constitueraient des zones d’adhésion/fusion préférentielles. Il a également été montré que la
phosphatidylsérine, normalement située sur le feuillet interne de la membrane plasmique, se
retrouve exposée sur le feuillet externe dans certaines conditions et notamment lors de
processus de fusion cellulaires (myogeneése, formation de placenta, ...) (Jeong et Conboy 2011;
Zhang et al. 2020). Il semblerait que ce méme phénomeéne se produise durant la fusion
gamétique (Rival et al. 2019). Enfin, le remaniement du cytosquelette d’actine au niveau du
site d’adhésion entre le spermatozoide et I'ovocyte pourrait également participer a l'initiation
de la fusion gamétique et a I'inclusion de la téte spermatique dans I'ovocyte (H. Wang, Hong,
et Kinsey 2021).

Ainsi, bien que des avancées aient été faites dans la connaissance du processus d’interaction
gamétique, il reste encore des inconnues: I'ensemble des membres participant aux
complexes protéiques nécessaires a l'adhésion gamétique, et la compréhension du
mécanisme moléculaire de la fusion des gamétes.
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I1.5. La famille des ADAMs, protéines de l'interaction gamétique ?

La famille des protéines ADAMs pour A Disintegrin And Metalloprotease est une
grande famille protéique codée par 33 génes chez la souris* et 27 chez I’'Humain® (dont 7 sont
des pseudogeénes). Cette famille protéique est constituée de protéines transmembranaires
composées des domaines suivants : un pro-domaine, un domaine métalloprotéinase, un
domaine désintégrine (-like), un domaine enrichi en cystéines, un domaine EGF-like
(Epidermal Growth Factor), un domaine transmembranaire et enfin une queue cytosolique
(Figure 15) (Giebeler et Zigrino 2016).
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Figure 15 : Schéma de la structure générale des protéines de la famille ADAM (de Giebeler et Zigrino,
2016)

De par ces différents domaines, les activités de cette famille protéique sont multiples.
Le pro-domaine permet de maintenir latente I'activité protéolytique des ADAMs par un
mécanisme cystéine-switch. Par leur domaine métalloprotéase, actif chez seulement la moitié
des ADAMs (celles qui possédent le site de liaison au Zinc (Zn) dans leur domaine
métalloprotéase), la famille des ADAMs participe a l'interaction cellule-cellule en jouant un
role protéolytique. En effet, cette activité protéolytique permet la libération d’ectodomaines
de protéines voisines (de la méme cellule ou d’une cellule adjacente) ou de composants de la
matrice extra-cellulaire. Le domaine désintégrine-like joue un role dans I'adhésion aux
intégrines (Edwards, Handsley, et Pennington 2008).

En plus de réguler I'activité protéase des ADAMs, le domaine enrichi en cystéines
participe également a la liaison aux intégrines (Tableau 1). En effet, le domaine désintégrine,
en association avec le domaine enrichi en cystéines, permet aux ADAMs de participer a la
régulation des interactions cellulaires en se liant aux intégrines et aux protéoglycanes

4 D’apreés https://www.informatics.jax.org (MGI — Mouse Genome Informatics)
® D’aprés https://www.genenames.org (HGNC — HUGO Gene Nomenclature Committee)
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héparansulfates. Enfin, les ADAMs jouent un réle dans la signalisation cellulaire via leur queue
cytoplasmique (Edwards, Handsley, et Pennington 2008; Reiss et Saftig 2009; Giebeler et
Zigrino 2016; Klein et Bischoff 2011).

Table 4
ADAM-Integrin associations

o2p1 o4p1 A4 p7 a5p1 o6p1 o6p4 o9p1 oVp3 aVvps
ADAM1 .
ADAM2 . . .
ADAM3 . . .
ADAM7 . . o
ADAM9 . . . . .
ADAM12 . .
ADAM15 . . .
ADAM17 .
ADAM19 . .
ADAM23 .
ADAM28 . . .
ADAM33 . . .

« Indicates an association has been reported.
ADAM-Integrin interactions, adapted from Arribas et al. (2006).

Tableau 1 : Tableau récapitulatif des interactions connues entre les protéines ADAM avec les
intégrines (de Edwards et al, 2008)

Chez la souris, dans la famille des ADAMs, plus de la moitié des protéines s’expriment
spécifiguement ou de fagcon majoritaire dans les tissus de I'appareil reproducteur male et
notamment dans le testicule et dans I'épididyme. Ce profil d’expression suggere que ces
protéines pourraient jouer un role dans la spermatogenése et plus largement dans les
fonctions reproductrices males (Reiss et Saftig 2009; Y. Chen et al. 2021). Les protéines ADAMs
exprimées dans les tissus de I'appareil reproducteur male sont divisées en 3 groupes du fait
de leur structure génique. Le groupe | est composé des ADAMs 1, 4, 6, 20, 21, 24, 25, 26, 29,
30, 34 et 39. Ce groupe est caractérisé par des génes dont la séquence codante ne contient
aucun intron. ADAM 2, 3, 5, 18 (aussi appelé ADAM27) et 32 appartiennent au groupe Il. Dans
le groupe Il, les genes sont composés de plusieurs petits exons, occupant de grandes régions
du génome (Yi et al. 2010; Y. Chen et al. 2021). Enfin, dans le groupe lll on retrouve ADAM 7
et 28 (Lee, Hong, et Cho 2020; Y. Chen et al. 2021). Le groupe lll est constitué de genes
exprimés majoritairement dans I'épididyme et dont I'expression est régulée par des facteurs
testiculaires ou androgéniques (T. Kim et al. 2006).

Chez I’humain, parmi les ADAMs exprimées dans le systeme reproducteur male, les
ADAMs 2, 7, 18, 29 et 32 n"ont pas d’activité protéase. Al'inverse, ADAM 20, 21 et 30 ont dans
leur séquence le site actif caractéristique de type reprolysine (HEXGHXXGXXHD) leur
permettant d’étre une protéase fonctionnelle (Edwards, Handsley, et Pennington 2008). Enfin,
certaines protéines de la famille ADAM possedent dans leur séquence un peptide de fusion
putatif. Ces peptides fusogenes présentent des caractéristiques communes avec les peptides
de fusion retrouvés chez certains virus. Ce sont de petits peptides (une vingtaine d’acides
aminés) situés dans une sous-unité extracellulaire ancrée a la membrane et capables de
former des hélices o amphipathiques avec des c6tés hydrophiles et hydrophobes, souvent
interrompus par une ou deux prolines centrales. On retrouve ces peptides fusogenes putatifs
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dans les séquences des ADAMs 1,9, 11, 12, 20, 21, 25 et 39, au niveau de leur domaine enrichi
en cystéines (Huovila, Almeida, et White 1996; van Huijsduijnen 1998, 20). Cependant, a ce
jour, la propriété fusogénique d’aucune de ces ADAMSs n’a pu étre démontrée. ADAM12 joue
bien un réle dans des processus de fusion cellulaire (myogenése, adipogenese, fusion des
trophoblastes, fusion des ostéoclastes) mais cela n’implique pas son peptide fusogéne mais
plutot ses activités de signalisation intracellulaire ou métalloprotéase (Yagami-Hiromasa et al.
1995; Kang, Cao, et Zolkiewska 2000; Kurisaki et al. 2003; Verrier et al. 2004; Aghababaei et
al. 2015).

Par ailleurs, plusieurs protéines des trois groupes d’ADAMs cités précédemment sont
impliquées dans le processus de reproduction. En effet, la génération de KO de ces protéines
a permis d’élucider le réle de certaines de ces ADAMs. Ainsi, les males KO Adam1a, Adam?2 et
Adam3 sont infertiles suite a un défaut de migration des spermatozoides dans les voies
génitales femelles (Shamsadin et al. 1999; Nishimura et al. 2001; 2004). En effet, il a été
montré que la formation de complexes hétérodimeéres ADAM1a-ADAM?2 est essentielle au
transport d’ADAM3 a la membrane des spermatozoides et que la présence d’ADAM3 a la
membrane spermatique est indispensable a la migration des spermatozoides depuis I'utérus
jusqu’a l'oviducte et a leur liaison a la zone pellucide (Nishimura et al. 2004; Yamaguchi et al.
2009; Han et al. 2010). De plus, I'étude de ces KO a permis de montrer que les niveaux
d’expression d’autres ADAMs étaient affectés par I'absence de ces protéines. ADAM®6, qui
forme des hétérodimeres avec ADAM2 et ADAM3, ainsi qu’ADAM4 ont des niveaux
d’expression significativement diminués dans les KO Adam2 et Adam3. Ainsi, ADAM4 et
ADAMSG en participant a ces complexes protéiques pourraient elles aussi jouer un role dans la
formation de spermatozoides matures et fonctionnels (Han et al. 2009). De la méme fagon,
ADAMY7, dont I'expression est épididymaire, joue un réle important dans les fonctions de
reproduction males en maintenant l'intégrité de I'épididyme et en étant nécessaire pour le
bon niveau d’expression de certaines protéines spermatiques exprimées a la membrane
comme ADAM2. Les spermatozoides KO Adam7 ont une morphologie flagellaire altérée ainsi
gu’une mobilité réduite (H. Choi et al. 2015). Enfin, Adam24 jouerait un réle dans la
fécondation en participant au blocage a la polyspermie (Zhu et al. 2009). A I'inverse, certains
males KO Adam présentent une fertilité normale. Ainsi, les génes Adam21 et Adam32 ne sont
pas indispensables a la physiologie de la reproduction (Lee, Hong, et Cho 2020; Y. Chen et al.
2021).

La fécondation est donc un processus extrémement complexe, constitué de
nombreuses étapes depuis la migration des gamétes jusqu’a leur fusion. Cependant, il reste
encore de nombreuses inconnues pour pouvoir décrire parfaitement I'ensemble du processus
dans son entiéreté. A chaque étape de ce processus complexe, une altération peut survenir.
Combler le manque de connaissance sur le mécanisme de l'interaction gamétique pourrait
permettre d’identifier les causes de certaines infertilités, et peut étre d’identifier de nouvelles
cibles potentielles dans le but d’une contraception.
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lll. Les défauts de fertilité : Origines possibles et conséquences

La fertilité masculine est soumise a la réussite de nombreuses étapes. En effet, une
altération peut survenir a chacun des niveaux : lors du maintien des cellules souches, lors des
étapes de la spermatogenése, lors de la maturation des spermatozoides et de leur migration
ou de I'étape finale de la fécondation qui est I'adhésion puis la fusion des gametes. Des
altérations dans I'une ou I'autre étape peuvent avoir des conséquences directes et entrainer
I'arrét du mécanisme a I'étape en question, ou bien le processus se poursuit et les
conséquences peuvent ne devenir visibles qu’a la toute fin de la fécondation, a savoir lors de
I'interaction gamétique.

Dans ce chapitre, nous nous intéresserons plus particulierement a deux types
d’infertilité rares, chacune due a des dysfonctionnements de deux structures spécifiques du
spermatozoide : I'acrosome avec la globozoospermie et le flagelle avec les anomalies
morphologiques multiples du flagelle.

lll.1. Anomalie de I'acrosome : La globozoospermie

Dans cette partie, nous allons nous intéresser a une tératozoospermie (altération
morphologique des spermatozoides) appelée globozoospermie. Cette pathologie, qui touche
0,1% des hommes infertiles (Modarres, Tavalaee, et Ghaedi 2019), est caractérisée par des
spermatozoides présentant une téte ronde ainsi qu’'une anomalie de I'acrosome (Figure 16).
Deux types de globozoospermies sont différenciés. Toutes deux sont définies par la présence
de spermatozoides a téte ronde mais I'absence totale ou partielle de I'acrosome les distingue
I'une de l'autre. En effet, la globozoospermie de type | est caractérisée par I'absence totale
d’acrosome, alors que celle de type Il est définie par une absence partielle de I'acrosome. Dans
la globozoospermie de type Il, on observe un bourgeon acrosomal.

Figure 16 : Spermatozoide humain avec une téte spermatique ronde d’'un patient atteint de
globozoospermie observé en microscopie électronique (de Beurois et al. 2020)
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A ce jour, quelques genes impliqués dans la globozoospermie ont été identifiés. En
effet, les modeles de souris KO ont permis de caractériser des génes en cause dans cette
pathologie. Ces genes participent a la biogenése de I'acrosome. En effet, on retrouve des
génes (Figure 17) :

- du réticulum endoplasmique : Gba2, Hsp1961, Fads2, ...

- de l'appareil de Golgi : Tmf1, Gm130, Golga3, Nhes, ...

- du réseau cis et trans-golgi : Smap2, Gmap210, Gopc, Pickl, ...

- delagranule proacrosomale : Agfg1, ...

- delavésicule et de la matrice acrosomale : Spink2, Zpbp1/2, Spacal ...
- del'acrosome : Acrbp, Pcsk4, ...

- ducytosquelette : Hipk4, Hook1, ...

- delamanchette : Sun3/4, Fused, Spag17, ...
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Figure 17 : Représentation schématique de la biogenése de I'acrosome (de Coutton et al. 2015)
Représentation de la localisation des protéines impliquées dans la biogenése de I'acrosome dont
I'invalidation chez les modeéles souris entraine I'apparition d’'un phénotype de globozoospermie.

Parmi les modéles KO de ces génes, les males présentent une fertilité altérée (Coutton
et al. 2015; Xiong, Shen, et Wang 2021) . Par ailleurs, d’autres anomalies des spermatozoides
globozoospermiques ont pu étre observées. En effet, bien que ce soient les anomalies de
I'acrosome qui définissent la globozoospermie, les spermatozoides de ces modéles KO
présentent d’autres altérations. Ainsi, on peut retrouver des défauts de I'enveloppe nucléaire,
de I'assemblage de la piece intermédiaire du flagelle, de la manchette, ainsi qu’une diminution
de la mobilité des spermatozoides comme conséquence (Bizkarguenaga et al. 2019; Xiong,
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Shen, et Wang 2021). Les spermatozoides dont la morphologie est altérée peuvent également
présenter une chromatine insuffisamment condensée ainsi qu’une fragmentation d’ADN plus
importante (Yassine et al. 2015).

D’apres une étude récente, 87 modeles de souris KO présentent un phénotype de
globozoospermie, parmi eux, seulement 9 des genes décrits ont été retrouvés mutés ou
délétés chez des patients globozoospermiques (Moreno 2023). Ces génes sont DPY19L2,
SPATA 16, PICK1, SPACA 1, C2CD6, ZPBP 1, CCDC62, CCIN, TSC22D4-C70RF61 (Beurois et al.
2020; Moreno 2023; Crafa et al. 2023). Par ailleurs, deux autres génes sont décrits comme
étant associés a la globozoospermie chez ’lhumain : DNAH17, GGN (Celse et al. 2021). Plus
récemment, des mutations du gene SPATA20 ont été identifiées chez des patients
globozoospermiques (X. Wang et al. 2023; Martinez, Metzler-Guillemain, et al. 2023). Parmi
ces genes, cing principaux ont pu étre identifiés comme étant responsables de cette anomalie
morphologique des spermatozoides dans le cadre de [I'étude de patients
globozoospermiques : DPY19L2, ZPBP1, SPATA16, PICK1 et CCDC62. Il a notamment été décrit
gu’une anomalie dans le gene DPY19L2 serait responsable de 60 a 80% des cas de
globozoospermie (Ray et al. 2017; Beurois et al. 2020). DPY19L2 est une protéine de la
membrane nucléaire interne qui permet I'ancrage de |'acrosome au noyau a travers
I'acroplaxome. Sa mutation entraine le détachement de I'acrosome. La mutation de ZPBP1,
qui est une protéine de la membrane acrosomale, représente ~ 4 % des cas de patients
globozoospermiques. Néanmoins, une certaine proportion des cas de globozoospermie chez
I'Homme reste encore a ce jour sans cause identifiée (~ 20 a 40 %) (Beurois et al. 2020). Ceci
indique qu’il pourrait exister d’autres genes impliqués dans cette pathologie.

ll.2. Anomalies du flagelle : Anomalies Morphologiques Multiples du Flagelle

Les anomalies morphologiques multiples du flagelle (Multiple Morphological
Anomalies of the flagella — MMAF) sont définies comme une asthénotératozoospermie. En
effet, les MMAF affectent la morphologie du flagelle (térato) en association avec une baisse
de la mobilité des spermatozoides (asthéno). Les MMAF sont caractérisées par différentes
anomalies morphologiques du flagelle comme des flagelles courbés, enroulés, courts,
d’épaisseurs irréguliéres voire absents, ce qui induit forcément des problemes de mobilité des
spermatozoides (Figure 18) (Ben Khelifa et al. 2014). Les MMAF sont dues a des anomalies des
structures axonémales et périaxonémales (Coutton et al. 2015).

Ces anomalies morphologiques peuvent, pour certaines d’entre elles, étre visibles en
microscopie optique, mais la microscopie électronique est la seule a permettre d’identifier et
de caractériser en détail les structures flagellaires affectées (Figure 19) (Escalier et Touré
2012). De fagon générale, la malformation d’une structure flagellaire entraine des altérations
des autres structures flagellaires (Escalier et Touré 2012).
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Figure 18 : Morphologies de spermatozoides observés en microscopie optique d’individu contréle
(A) et de patients atteints de MMAF (B-E) (de Liu et al 2020).
B : flagelle absent ; C: flagelle court ; D : flagelle enroulé ; E : flagelle de diameétre irrégulier

Figure 19 : Analyse ultrastructurale de spermatozoides observés en microscopie électronique d’'un
individu contréle (a et d) et de patients atteints de MMAF (b-c et e-f) (de Touré et al 2021).

b : flagelle court ; c: présence d’un sac cytoplasmique a la place du flagelle ; e-f : absence de la
paire centrale de microtubules de I'axonéme, et désorganisation des autres structures

Du fait de la composition du flagelle, similaire a celle des cils motiles, les dyskinésies
ciliaires primaires induisant des malformations de I'axonéme des cils de I'appareil respiratoire,
peuvent étre responsables d’anomalies de la morphologie du flagelle et donc d’infertilité
masculine. Cette pathologie affecte la structure commune aux cils motiles et aux flagelles qui
est I'axoneme. Cependant, les flagelles des spermatozoides des patients présentant une
dyskinésie ciliaire primaire peuvent apparaitre morphologiquement normaux mais cet aspect
n’est pas toujours exploré chez ces patients (Coutton et al. 2015). Il est également possible
que des patients atteints de dyskinésies ciliaires primaires ne présentent pas
d’asthénozoospermie (Ben Khelifa et al. 2014). Parmi les mutations des genes induisant une
dyskinésie ciliaire primaire associée a une asthénozoospermie, on retrouve notamment
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CCDC39, DNAAF2, DNAHS5, DYXICI, HYDIN, LRRC6 (Coutton et al. 2015). Par exemple, une
mutation dans le géne CCDC39 engendre I'absence des bras internes de dynéine, ce qui affecte
a la fois les axonemes des cils et des flagelles (Merveille et al. 2011). De la méme fagon, une
mutation du géne DNAAF2 engendre |'absence des deux bras de dynéine (interne et externe)
induisant alors des malformations dans les différents types d’axoneme (Omran et al. 2008).
Récemment, ce sont des mutations du gene CCDC65, auparavant associées aux dyskinésies
ciliaires primaires, qui ont été décrites chez deux patients présentant des anomalies
morphologiques des flagelles de leurs spermatozoides (Jreijiri et al. 2023).

Néanmoins, les MMAF se distinguent des autres asthénozoospermies. En effet, les
MMAF sont désormais considérées comme un type particulier d’asthénotératozoospermie a
distinguer des autres asthénozoospermies comme celles engendrées par la malformation de
la gaine mitochondriale, les anomalies liées aux dyskinésies ciliaires primaires, la
malformation de I'annulus et les anomalies des canaux ioniques (W.-L. Wang, Tu, et Tan 2020;
Touré et al. 2021). Les MMAF peuvent étre dues a des mutations des génes impliqués dans
différentes structures flagellaires ou des genes nécessaires a la mise en place du flagelle. Ainsi,
il est possible de classer I'origine des MMAF suivant les génes codant des protéines impliquées
dans (Touré et al. 2021) :

- Les bras de dynéines interne et externe et leurs complexes : DNAH1, DNAH2, DNAH6,
CFAP43, CFAP44, ...

- Les complexes des ponts radiaires : CFAP251

- La gaine fibreuse : AKAP3, AKAP4, FSIP2

- Lecentrosome : CEP135

- Le transport intra-flagellaire : TTC21A, TTC29, SPEF2, CFAP69

- Les complexes de dégradation protéique : QRICH2

- Protéines de localisation inconnue : AK7, ARMC2, ...

DNAH1 (Dynein axonemal heavy chain 1) est le premier géne causant des MMAF
lorsqu’il est muté a avoir été décrit (Ben Khelifa et al. 2014). DNAH1 est une composante des
bras de dynéines internes. Sa mutation entraine une importante désorganisation de
I'axoneéme, des anomalies des doublets de microtubules périphériques, et I'absence de la
paire centrale de microtubules et des bras de dynéines internes (Ben Khelifa et al. 2014;
Martinez, Barbotin, et al. 2023). Récemment, une mutation du gene ZMYND12 a été associée
a des MMAF avec présence de spermatozoides avec des flagelles courts, enroulés ou
d’épaisseurs irréguliéres (Dacheux et al. 2023). Il a été montré que ZMYND12 est une protéine
axonémale qui appartient au méme complexe que DNAH1, et qui a une fonction importante
dans I'organisation du flagelle. Enfin, les mutations de certaines protéines nécessaires a la
bonne formation du flagelle peuvent mener a une altération des transports intra-flagellaires
et/ou intra-manchette engendrant alors des phénotypes MMAF associés a une altération de
la forme de la téte spermatique. C'est notamment le cas pour les genes SPEF2 et CFAP43 (Mari
S. Lehti et al. 2017; Yu et al. 2021).
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lll.3. Anomalies de lI'interaction gamétique

Aucun cas clinique avéré de défaut de l'interaction gamétique n’a jusqu’alors été
décrit. En effet, certains génes ont été identifiés comme étant essentiels a l'interaction
gamétique chez la souris dans le cadre de modele KO et non de mutations spontanées. De
plus, aucun de ces génes essentiels n’a été retrouvé muté chez des patients infertiles. Ceci
s’explique par I'impossibilité de pouvoir observer ces anomalies d’interaction gamétique. En
effet, certains outils nous permettent d’observer les altérations morphologiques des
spermatozoides (microscopie optique ou électronique) ou encore les altérations de
concentration ou de mobilité des spermatozoides (CASA). Il s’agit donc de critéres objectifs,
mesurables et observables. Cependant, concernant l'interaction gamétique on ne peut
gu’observer si I'adhésion puis la fusion se produisent ou non puisque les spermatozoides
semblent normaux en apparence. En effet, dans les différents KO des genes essentiels a
I'interaction gamétique décrits chez la souris, leurs spermatozoides sont normaux en termes
de morphologie, de concentration et de mobilité mais aucune fécondation n’est obtenue bien
gu’ils paraissent normaux en apparence. Pour découvrir des cas humains équivalents, il
faudrait que les patients subissent une fécondation in vitro et qu’un phénotype
d’accumulation de spermatozoides dans I'espace périvitellin soit recherché ou observé en
routine. L’absence de fécondation entraine assez systématiquement le passage a I'étape d’ICSI
qui court-circuite I'interaction gamétique. En effet, plus de 60 % des fécondations réalisées en
France dans les centres d’assistance médicales a la procréation se font par ICSI ((« Agence de
la biomédecine » 2021).

Néanmoins, en 2018, la cas d’un patient infertile a été rapporté (Sha et al. 2018). Ses
spermatozoides s’accumulaient dans |'espace périvitellin sans parvenir a fusionner avec
I’ovocyte. Une mutation du gene ADAM20 a pu étre identifiée. Il s’agit donc du premier article
qui pourrait correspondre a l'identification d’'une mutation altérant I'interaction gamétique.
Ceci a été le point de départ d’une partie de mes travaux de thése que je développerai dans
la troisieme partie de mon manuscrit.
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Partie 2 : De I’étude phénotypique a l'identification de genes
impliqués dans la spermatogenese

I. Contexte de I’étude menée : L’établissement des lignées de souris IRCS

Dans le cadre d’une étude réalisée par I'Institut Pasteur (Paris, France), plusieurs
lignées de souris recombinantes congéniques interspécifiques (Interspecific Recombinant
Congenic Strain — IRCS) ont été créées (Burgio et al. 2007). Une lignée IRCS est une lignée
produite par le croisement initial de souris d‘espéces différentes. Aprés des croisements de
type rétrocroisements (backcross) et croisements freres/sceurs, plusieurs lignées IRCS sont
ainsi produites. Le but de ces croisements est d’obtenir des lignées qui présenteront un fond
génétique d’une espece et un fragment de génome issu de I'autre espéce. Ainsi, les lignées
IRCS ne présentent pas de perte d’information génétique, mais localement une autre version
du génome et donc un polymorphisme phénotypique et génotypique trés important. Cette
approche permet d’étudier I'influence d’un fragment de génome d’une espéce présent dans
le fond génétique d’une autre espéce. Ainsi, I'étude d’une lignée va permettre de rechercher
I'apparition d’'un phénotype différent du phénotype de la lignée dont le fond génétique est
issu. Si un tel phénotype est observé, alors cela indique que la présence localement d’un
fragment de génome d’une autre espéce influence et modifie le phénotype d’origine de cette
lignée.

Ici, lors de I'étude menée au sein de I'Institut Pasteur, les lignées IRCS produites étaient
le résultat du croisement initial entre des souris Mus musculus domesticus C57BL6/) (B6) et
Mus spretus SEG/Pas (SEG). Les lignées obtenues présentaient un fond génétique B6,
correspondant en moyenne a ~98,7% de leur génome, et un ou plusieurs fragment(s) de
génome d’espece SEG, soit ~1,3% de leur génome. Plusieurs dizaines de lignées différentes
ont été produites. Elles ont été extensivement phénotypées sur de nombreux critéres
impliquant des fonctions diverses (hématologie, développement, reproduction...).

L’étude de ces lignées a permis de mettre en évidence chez certaines d’entre elles une
hypofertilité. Nous nous sommes intéressés plus particulierement a la lignée RC3. Il a été
observé que le nombre d’embryons implantés était significativement diminué dans les
croisements impliquant cette lignée et plus particulierement ceux issus de males RC3 (Cf.
Article N°1 — Figure 3). Cette hypofertilité des males RC3 in vivo, a pu étre confirmée in vitro
avec la réalisation de fécondations in vitro (FIV). En effet, I'index de fécondation était diminué
lorsque le sperme des males RC3 était utilisé (Cf. Article N°1 — Figure 4). Pour déterminer la
cause de cette hypofertilité, les paramétres spermatiques ont été évalués. La concentration
de spermatozoides des males B6 et des males RC3 était comparable, mais la mobilité et
notamment la mobilité progressive apparaissait diminuée dans le groupe RC3. Par ailleurs, des
marquages des spermatozoides ont permis d’observer que les spermatozoides des males RC3
perdaient leur acrosome prématurément. Ceci peut s’expliquer par une altération ou une
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instabilité au niveau de I'acrosome, entrainant une réaction acrosomique spontanée précoce.
Afin d’affiner nos observations, nous avons analysé les spermatozoides en microscopie
électronique. Ceci nous a permis d’observer un décollement partiel de I'acrosome (Cf. Article
N°1 —Figure 6). Ceci suggere un défaut d’attachement de I'acrosome a I'acroplaxome. De plus,
d’autres altérations ont pu étre observées en microscopie électronique comme la persistance
de résidus cytoplasmique le long du flagelle, contenant notamment des gouttelettes lipidiques
(Cf. Article N°1 — Figure 6). Ces éléments nous ont permis de décrire ce phénotype comme
celui d’'une globozoospermie partielle.

A partir de I'analyse génomique de la lignée RC3 par des microsatellites et des
polymorphismes d’un seul nucléotide (Single Nucleotide Polymorphism - SNP), ainsi qu’en
comparant avec des lignées présentant des fragments SEG similaires, nous avons borné
précisément le fragment unique du génome SEG porté par la lignée RC3 dans le fond
génétique B6. Ce fragment, situé sur le chromosome 1, contient des génes de version Spretus
qui dans le fond génétique B6 induisent un phénotype de globozoospermie partielle. Nous
avons appelé cette région du chromosome 1 Mafql pour Male fertility QTL (Quantitative Trait
Locus) chromosome 1. Ce QTL est responsable de la globozoospermie partielle observée chez
la lignée RC3.

L'intervalle Mafq1, long de ~4,2Mb, comprend selon la base de données Ensembl des
génes codants (n=71), des transcrits processés (n=37), des pseudogénes (n=50) et des ARNs
non codants (n=48). Nous avons décidé de procéder a une approche de recherche de géne
candidat pour identifier le (ou les) gene(s) responsable(s) de I'apparition du phénotype
observé. Dans un premier temps, nous avons réduit le nombre de candidats potentiels puis,
dans un second temps, nous avons classé ces candidats par ordre d’intérét. Enfin, nous
souhaitions tester notre hypothése en réalisant le KO du meilleur géne candidat et étudier si
le phénotype obtenu avec ce KO est identique ou ressemblant au phénotype des RC3.

Différentes approches permettent d’exclure de notre recherche un certain nombre de
genes présents dans l'intervalle. En effet, I'’étude bibliographique ainsi que celle des bases de
données (Mouse Genome Informatics®) permet d’éliminer de cette liste les génes dont le KO
a déja été réalisé et qui ne présentent pas d’altération de la fertilité ou de la reproduction.
L’exploration de la littérature nous a également permis d’exclure les génes dont la fonction
avait été décrite et n’était pas en lien avec le phénotype des RC3. L’étude des bases de
données (The Human Protein Atlas’, BioGPS®) permet également de connaitre le profil
d’expression de ces genes et de ne pas tenir compte des géenes qui ne s’expriment pas dans
les tissu ou cellule étudiés, ici le testicule et les cellules germinales males. Enfin, I'analyse des
différences existantes entre les versions des génomes Spretus et B6 permet d’affiner la liste
des génes pouvant étre mis en cause dans cette pathologie. Les génes présentant le plus de

® https://www.informatics.jax.org/
" https://www.proteinatlas.org/
8 http://biogps.org/
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différences dans la séquence codante entre les versions Spretus et B6 sont recherchés en
comptant le nombre de SNPs. En effet, pour un géne dont la séquence Spretus est assez
différente de celle de B6, il est probable que I’expression de la version Spretus dans un génome
B6 ne réponde pas aux mémes éléments de régulation d’expression. De plus, dans ce cas de
figure, la protéine de version Spretus exprimée pourrait ne pas présenter la méme
conformation et pourrait avoir des difficultés a interagir avec ses protéines partenaires ou
cibles.

De cette fagon, nous avons réduit le nombre de génes potentiellement d’intérét dans
I'intervalle Mafql a une premiere courte liste de 7 genes qui avaient retenu notre attention :
Trip12, Fbxo36, Spata3, Pde6d, Efhd1l, Dnajb3 and Mroh2a. Plus tardivement, un géne
supplémentaire a été ajouté dans une nouvelle version du génome de la souris B6 : Tex44.
Parmi eux, deux génes sont spécifiguement exprimés dans le testicule et semblent de bons
candidats pour expliquer I'apparition du phénotype de globozoospermie partielle chez les
RC3. Il s’agit de Spata3 et Tex44.

Il. Spata3

Faisant partie des génes candidats retenus et étant exprimé spécifiquement dans le
testicule, nous nous sommes intéressés au gene Spermatogenesis associated protein 3
(Spata3), également répertorié sous le nom de Testis and Spermatogenesis cell Apoptosis
Related Gene 1 (Tsargl). Spata3 est conservé entre les espéces mammiféeres placentaires et
présente une homologie au niveau protéique d’environ 55% entre les versions souris et
humaine. Par ailleurs, a la fois chez la souris et chez I'Humain, Spata3 s’exprime
spécifiguement dans les gamétes males, a partir du stade spermatides rondes jusqu’au stade
de spermatozoide. Cet intervalle d’expression correspond au stade de I'apparition et de la
mise en place de l'acrosome. Ce gene était trés peu référencé, et sa fonction n’était pas
décrite. Dans une étude chez I’humain, I'expression de SPATA3 apparait diminuée chez les
patients infertiles présentant une azoospermie non obstructive idiopathique par rapport aux
patients controles (Malcher et al. 2013).

Dans les bases de données, I'organisation du gene Spata3 était peu décrite et a
d’ailleurs été modifiée au cours de notre étude. Chez la souris et chez I’humain, il existe
différentes isoformes identifiées de Spata3 : une isoforme « longue » et différentes isoformes
« courtes » (Cf. Article n°2 - Figure 2a). L'isoforme « longue » differe des isoformes « courtes
» par un exon 1 différent qui se situe plus en amont dans la séquence. Les exons suivants sont
communs aux différentes isoformes. Dans ce projet, nous avons souhaité invalider le géne
Spata3 dans sa totalité en ciblant donc I'isoforme « longue ». Elle est constituée de 4 exons,
dont 3 codants, et code pour une protéine de 333 acides aminés (données Ensembl.org). Le
but du travail est donc de réaliser une invalidation compléte du géne Spata3 chez les souris
C57BL6/J afin de déterminer si ce géne pourrait bien étre impliqué dans la globozoospermie.

56



Afin d’étudier la fonction de Spata3, nous avons réalisé le KO Spata3 dans une lignée
de souris de souche B6 par la technique de CRISPR/Cas9 en utilisant des ARN guides situés en
amont de I’exon 1bis et en aval de I’exon 3 de I'isoforme la plus longue de Spata3 permettant
ainsi de déléter I'ensemble de ses isoformes. Ne constatant pas d’altérations majeures chez
les souris KO et soupgonnant un réle de Spata3 dans la fertilité et notamment dans la mise en
place de I'acrosome, nous avons évalué la fertilité des males homozygotes KO Spata3. Tout
d’abord nous avons réalisé un test de fertilité in vivo en accouplant des femelles Wild Type
(WT) avec des males WT ou KO Spata3, puis nous avons relevé le nombre de naissances par
portée. Les portées obtenues avec les males KO Spata3 (7,1+0,9;n=9) et WT(6,7+0,5; n
=10, p=0,71) étaient de tailles comparables (Cf. Article N°2 - Figure 3a). Ces résultats obtenus
in vivo montrent que Spata3 n’est pas indispensable a la fécondation. Cependant, la fertilité
in vitro des males KO Spata3 était trés diminuée par rapport a celle des males WT (Cf. Article
N°2 - Figures 3b et 3c). En effet, la réalisation de FIV en cumulus intact et zona-free a permis
d’étudier leur fertilité in vitro. Les males WT avaient un taux de fécondation de 34,9 + 3,9 %
(n = 147) d’ovocytes fécondés et un index de fécondation de 0,92 + 0,06 (n = 108)
spermatozoides par ovocyte. Les taux et index de fécondation obtenus avec les males KO
Spata3 apparaissaient significativement diminués avec des valeurs de 7,3 + 2,1% (n = 150) et
0,35+ 0,04 (n = 118) respectivement. Ainsi, Spata3 n’est pas indispensable a la fécondation in
vivo, mais en son absence, la fertilité in vitro est nettement affectée.

Afin de déterminer le role que joue Spata3 dans la fécondation, nous avons réalisé les
mesures d’un certain nombre de parametres spermatiques tels que la concentration des
spermatozoides, le niveau de réaction acrosomique spontanée, les paramétres de mobilité
(obtenues avec l'analyse de sperme assistée par ordinateur ou Computer-Aided Sperm
Analysis - CASA). Aucune différence entre les spermes des males WT et KO Spata3 n’a été
relevée (Cf. Article N°2 — Figures 4a, 4c et 4d). Par ailleurs, en microscopie optique, aucun
défaut morphologique des spermatozoides KO Spata3 n’a été observé (Cf. Article N°2 — Figures
4b).

Pour aller plus loin dans la recherche de la fonction de Spata3 dans la fécondation, en
se basant sur notre hypothése de départ et les phénotypes observés chez les males RC3, nous
avons analysé les spermatozoides en microscopie électronique afin d’étudier s’ils présentaient
des anomalies visibles au niveau ultra structural. En effet, nous avons pu observer que les
spermatozoides KO Spata3 étaient significativement plus nombreux a présenter une
morphologie altérée par rapport aux spermatozoides WT (Cf. Article N°2 — Figure 5c). Nous
avons pu constater différents défauts sur les spermatozoides délétés: acrosome
partiellement ou totalement détaché du noyau, acrosome asymétrique, présence de
gouttelettes lipidiques dans des corps résiduels persistants (Cf. Article N°2 — Figures 5a et 5b).
Une coloration Oil Red O des spermatozoides a permis de confirmer la présence
significativement plus importante de gouttelettes lipidiques dans les spermatozoides KO
Spata3 par rapport aux WT (Cf. Article N°2 — Figures 6a et 6b). Ainsi, la génération du KO
Spata3 a permis de reproduire seulement partiellement le phénotype observé dans la lignée
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IRCS RC3 qui présentait une globozoospermie partielle. En effet, a I'inverse de la lignée RC3,
les males KO Spata3 sont apparemment normalement fertiles in vivo et leurs spermatozoides
présentent des parametres de mobilité spermatique non altérés. Cependant, tout comme
dans la lignée RC3, leur fertilité in vitro apparait diminuée, la présence de gouttelettes
lipidiques dans des corps résiduels est retrouvée, et des défauts de I'acrosome ont été
observés mais dans une moindre mesure que dans la lignée RC3. Ces éléments sont
récapitulés dans tableau ci-dessous (Tableau 2).

R3 KO Spata3
Fertilité in vivo N X Normal
Fertilité in vitro N \/

o . . X Réaction acrosomique spontanée
Réaction acrosomique spontanée A

normale
Mobilité spermatique N X Mobilité normale
Détachement de I'acrosome (~50%) ~15%
Gouttelettes lipidiques dans les corps v

résiduels

Tableau 2 : Tableau récapitulatif comparant les phénotypes observés chez les lignées R3 et KO
Spata3

Le fait que le KO Spata3 ne reproduise que partiellement le phénotype de la lignée RC3
suggere qu’il pourrait exister d’autres genes de l'intervalle Mafql qui interviendraient dans
I'apparition de ce phénotype de globozoospermie partielle. Nous avons donc poursuivi notre
étude en ciblant I'autre gene spécifiquement exprimé dans le testicule présent dans Mafq1 :
Testis expressed protein 44 (Tex44).

Ill. Tex44

Tout comme I'était Spata3, Testis expressed protein 44 (Tex44) est trés peu décrit dans
la littérature et sa fonction n’est pas connue. Tex44 appartient a une tres grande famille de
génes : la famille TEX. Certains des génes Tex ont pu étre associés a des phénotypes
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d’hypofertilité ou d’infertilité (Bellil et al. 2021). Chez ’humain et chez la souris, Tex44 est
spécifiguement exprimé dans le testicule et s’exprime dans les spermatides allongées ce qui
correspond a la fin de la mise en place de I'acrosome (phase de maturation).

De la méme fagon que pour le KO Spata3, le KO Tex44 a été généré en utilisant la
technique CRISPR/Cas9 de facon a déléter I'ensemble de I'unique exon de Tex44. Afin
d’étudier la fonction de Tex44 dans la fécondation, nous avons réalisé des tests de fertilité in
vivo et in vitro. In vivo, |a taille des portées obtenues avec les males KO Tex44 (2,9+0,85; n =
15) était significativement diminuée par rapport a celles obtenues avec les males WT (7,1 +
0,85 ; n = 14) (Cf. Article N°3 — Figure 2a). Une deuxiéme expérience in vivo a été réalisée en
stimulant I'ovulation de femelles WT puis en les mettant en accouplement avec des males WT
ou KO Tex44. Les femelles présentant un bouchon vaginal ont été sacrifiées et les cumulus
récupérés afin d’évaluer le taux de fécondation in vivo. Cette expérience a confirmé les
résultats du premier test puisque le taux de fécondation obtenu avec les males KO Tex44 était
de 19,6 £ 0.04 % (n = 92) et celui obtenu avec les males WT était de 96,1 £ 0.04 % (n = 129)
(Cf. Article N°3 — Figure 2b). Les tests de fertilité in vitro ont la encore montré une fertilité
fortement diminuée des males KO Tex44 avec des taux et index de fécondation de 0,8 + 0,04%
(n=124) et 0,14 £ 0,11 (n = 55) respectivement (Cf. Article N°3 — Figures 2c et 2d). En paralléle,
les males WT présentaient un taux de fécondation de 44,4 £ 0,04 % (n = 151) d’ovocytes
fécondés et un index de fécondation de 1,2 + 0,11 (n = 50) spermatozoides par ovocyte (Cf.
Article N°3 — Figures 2c et 2d). Les fertilités in vivo et in vitro des males KO Tex44 sont tres
fortement diminuées.

Pour déterminer la cause de cette forte hypofertilité, nous avons analysé le sperme
des males KO Tex44 au CASA. La mesure des parameétres spermatiques n’a pas montré de
différence de concentration spermatique mais une mobilité tres diminuée des
spermatozoides KO Tex44 avec 8,7 + 0,03 % de mobilité par rapport aux spermatozoides WT
qui eux présentaient une mobilité de 63,2 + 0,03% de mobilité (Cf. Article N°3 — Figures 3b et
3c). Les observations des spermatozoides au microscope ont montré que les spermatozoides
KO Tex44 présentaient des anomalies du flagelle au niveau de la jonction entre la piece
intermédiaire et la piece principale. En effet, des disjonctions et des courbures en épingle a
cheveux de cette zone ont été observées (Cf. Article N°3 — Figures 4b et 4d).

En analysant les spermatozoides au niveau des différentes régions de I'épididyme,
nous avons pu constater que la proportion de spermatozoides KO Tex44 présentant des
courbures flagellaires en épingle a cheveux augmentait au fur et a mesure du trajet des
spermatozoides le long de I'épididyme. En effet, au niveau de la téte de I'épididyme seulement
12 % des spermatozoides KO Tex44 présentaient des courbures de leur flagelle, alors gqu’ils
représentaient 58 % des spermatozoides dans le corps de I'épididyme jusqu’a atteindre une
proportion de 80 % des spermatozoides présentant ces courbures lorsqu’ils ont été prélevés
au niveau de la queue de I'épididyme (Cf. Article N°3 — Figure 5). Les spermatozoides KO Tex44
prélevés au niveau du testicule n’ont pas montré de défaut de courbure flagellaire mais un
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amincissement de leur flagelle entre la pieéce intermédiaire et la piece principale a été observé
pour 65 % d’entre eux (Cf. Article N°3 — Figure 5).

Une analyse plus poussée au microscope électronique a permis de mieux décrire ces
anomalies flagellaires. D’une part, nous avons constaté les disjonctions et les cassures de
flagelles au niveau de I'annulus qui avaient été observées en microscopie optique (Cf. Article
N°3 — Figures 4f-g). D’autre part, nous avons pu constater la présence de mitochondries
parfois mal disposées ainsi que I'absence de certains doublets de microtubules, et des fibres
denses associées, au niveau des pieces principales des flagelles des spermatozoides KO Tex44.
Au total, 63,6 £ 0,06 % des spermatozoides KO Tex44 présentaient des anomalies au niveau
de la piece principale de leur flagelle contre seulement 4,2 + 0,06 % des spermatozoides WT
(Cf. Article N°3 — Figures 6a-b). Cependant, aucune anomalie de |'acrosome n’a pu étre
observée chez ces individus.

Les disjonctions et les cassures de flagelles des spermatozoides KO Tex44 se situant eu
niveau de la jonction entre la piéce intermédiaire et la piece principale, nous nous sommes
demandés sila structure de I'annulus était anormale. En effet, I'annulus, ou anneau de Jensen,
est une structure fibreuse en anneau sous-membranaire qui se situe a la jonction des piéces
intermédiaire et principale. Nous avons alors réalisé un immunomarquage de l'un de ses
composants, la protéine SEPTINE 4 (SEPT4) (Escalier et Touré 2012). Cet immunomarquage
des spermatozoides KO Tex44 a révélé un marquage SEPT4 en anneau entre les piéeces
intermédiaire et principale des flagelles suggérant ainsi que I'annulus est bien présent et ne
présente pas d’anomalies (Cf. Article N°3 — Figure 7).

Enfin, ayant observé en microscopie électronique la présence de mitochondries mal
organisées, nous avons voulu déterminer |'activité mitochondriale des spermatozoides KO
Tex44 en utilisant une sonde qui s’accumule dans les mitochondries en activité, le
Mitotracker™ CMTMRos. Nous avons pu observer que contrairement aux spermatozoides WT
dans lesquels l'intensité de fluorescence relative et donc I'activité mitochondriale était
distribuée uniformément, les spermatozoides KO Tex44 ont présenté une distribution inégale,
avec une surreprésentation significative des mitochondries apparaissant avec une faible
intensité de fluorescence, suggérant des anomalies d’organisation ou de transit dans le
flagelle (Cf. Article N°3 — Figure 8).

Ainsi, les males KO Tex44 présentent quelques similitudes avec le phénotype observé
dans la lignée RC3 mais également beaucoup de différences. En effet, les males de ces deux
lignées sont fortement hypofertiles in vivo et in vitro, et la mobilité de leurs spermatozoides
est diminuée. Cependant, les causes de ces observations ne semblent pas étre les mémes pour
ces deux lignées. Les spermatozoides KO Tex44 ne présentent pas d’anomalies au niveau de
I'acrosome, contrairement aux RC3, mais ont des anomalies flagellaires qui expliquent Ia
diminution de leur mobilité et I'hypofertilité qui en découle.
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Abstract: Male fertility disorders often have their origin in disturbed spermatogenesis, which can
be induced by genetic factors. In this study, we used interspecific recombinant congenic mouse
strains (IRCS) to identify genes responsible for male infertility. Using ultrasonography, in vivo
and in vitro fertilization (IVF) and electron microscopy, the phenotyping of several IRCS carrying
mouse chromosome 1 segments of Mus spretus origin revealed a decrease in the ability of sperm to
fertilize. This teratozoospermia included the abnormal anchoring of the acrosome to the nucleus
and a persistence of residual bodies at the level of epididymal sperm midpiece. We identified a
quantitative trait locus (QTL) responsible for these phenotypes and we have proposed a short list of
candidate genes specifically expressed in spermatids. The future functional validation of candidate
genes should allow the identification of new genes and mechanisms involved in male infertility.

Keywords: infertility; spermatogenesis; teratozoospermia; globozoospermia; IRCS

1. Introduction

In approximately half of the 15% of couples that suffer from sterility, the cause is ascribed to
male infertility, which encompasses a wide variety of syndromes. In more than half of infertile men,
the cause is classified as idiopathic and may be due to genetic factors. Genetic defects leading to male
infertility often affect spermatogenesis or sperm function [1].

Spermatogenesis is a biological process composed of a series of highly complex cellular events.
It can be broadly divided into five discrete events: (1) renewal of spermatogonial stem cells and
spermatogonia via mitosis, (2) proliferation (via mitosis) and differentiation of spermatogonia,
(3) meiosis, (4) spermiogenesis (transformation of round spermatids into elongated spermatids
and spermatozoa) and (5) spermiation, the release of sperm from the epithelium into the tubule
lumen. All steps are highly regulated and dysfunctions in this key physiological process can
result in infertility. Regulation of this complex process depends on the cooperation of many genes,
which are expressed at these different steps [2]. Problems during spermatogenesis are most often
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reflected in a no or low production of spermatozoa and are described by routine semen analysis as
azoospermia, oligozoospermia, teratozoospermia, asthenozoospermia or a combination of the last three

(oligoasthenoteratozoospermia). Teratozoospermia is defined by morphologic sperm abnormalities.

Globozoospermia is a rare and severe form of teratozoospermia characterized by round-headed
spermatozoa lacking an acrosome, an important and specific organelle that plays a crucial role during
fertilization. During spermiogenesis, diverse cellular and molecular processes allow sperm head
formation and organization. Mutant models have improved the understanding of the etiology of
teratozoospermia and clarified some of the mechanisms involved in sperm head formation and
organization [3].

Identification of genes that play a crucial role in spermatogenesis is mainly based on observations
in rodents. In particular, the mouse model appears to be an excellent model to study human infertility

due to the conservation of the great majority of genes and processes involved in sperm production [4].

In order to identify genetic causes of infertility, we used the interspecific recombinant congenic mouse
strains (IRCS) panel developed at the Institut Pasteur (Paris, France) [5]. The IRCS model harbors
about 2% of Mus spretus (SEG/Pas) genome at a specific and known location inside a Mus musculus
domesticus (C57BL/6] strain) background. The high polymorphism between spretus and musculus makes
it possible to identify the quantitative trait locus (QTL) regions responsible for phenotypic variation in
a given IRCS strain compared to the reference strain, C57BL/6] (B6) [5-9]. The phenotyping of the Rc3
strain, a congenic strain derived from the BcG-66H IRCS, led us to identify spermatogenesis defects
such as acrosomal or flagellar anomalies that are absent in the B6 reference strain. The combination of
phenotypic and fine mapping approaches allowed us to map the Mafq1 (male fertility QTL chromosome
1) locus on a unique spretus fragment on mouse chromosome 1 and to identify a short list of candidate
genes responsible for the spermatogenesis defects and male hypofertility of the Re3 strain.

2. Results

2.1. In Vivo Phenotyping

We have previously presented the generation of the subcongenic substrains (named Rc) from
the 66HMMUI strain by recombination events inside the MMUT1 spretus segment [9]. Each of these
substrains differ from B6 (control) due to the presence of a unique spretus fragment on the chromosome
1in their genome that overlaps with those of the other substrains (Figure 1).

Here we present the phenotyping of the Re3 substrain compared to the B6 strain, by using an
in vivo ultrasonic method to evaluate the implantation rate at E7.5 and E9.5. For this, we carried
out inbred crosses between males and females from each substrain and determined the mean of
implanted embryos. We observed a significant reduction in the mean number of implanted embryos
in the Re3 x Rc3 crosses compared to B6 X B6 controls. To know whether the defect observed in Re3
orginated from the female or the male side, we performed two reciprocal F1 crosses: Rc3 males with
B6 females and B6 males with Rc3 females. The number of implanted embryos was reduced only in
the crosses involving Re3 males (p < 0.001) and we concluded that the defect was due to the male.
The Re4 substrain, which carries a partially overlapping sprefus chromosomal fragment did not show a
hypofertility phenotype (Figure 2).

2.2. Phenotype Characterization

To identify the origin of the male defect(s), we focused on mating between Rc3 males and B6
females. The next day, to verify in vivo fertilization, we collected and counted the number of fertilized
oocytes from the ampullae of the females presenting with a vaginal plug. We compared the results
from the B6 x Rc3 with those from the B6 X B6 controls and we observed a significant (p = 0.036)
reduction in the fertilization rate with Rc3 males ranging from 73 + 6% for the B6 control to 53 + 7% for
the Re3 substrain (Figure 3).
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Figure 1. Genotypes of the different recombinant strains (Rc) and the parental strains (spretus and B6).
Recombinant strains (Rc) were generated at the Institut Pasteur (Paris) from the 66HMMUT strain by
recombination events inside the MMU1 spretus segment. Black regions correspond to B6 background,
grey regions to spretus fragments and the minimal spretus region responsible for the phenotype of
interest is highlighted in hatched on chromosome 1. Marker positions are given in mega base pairs
(Mb). Genome version GRCm38.p6.
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Figure 2. Ultrasonographic examination of the implantation in different crosses using mice from Rc3,
Rc4 and B6 strains: Different crosses were performed using males (M) and females (F) from Rc3,
Rc4 and B6 strains. The results are presented as the mean (+SEM) of implanted embryos. (): number of
gestations. ns: non significant. ***: p < 0.001.
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Figure 3. Evaluation of in vivo fertilization: B6 females were mated with B6 or Rc3 males to evaluate
their respective capacity to fertilize cocytes in vivo. The mating was performed on the night and the next
day, oocytes from oviducts of females with a positive vaginal plug were collected. The fertilization was
assessed using 4',6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) fluorescent staining. The results are presented as
the mean of the fertilization rate (%) + SEM using t-test. * p = 0.036. F: female, M: male. () number
of oocytes.

We also performed in vitro fertilization (IVF) using B6 oocytes and Rc3 versus B6 epididymal
sperm. We observed a significant reduction of Rc3 (B6 oocytes and Re3 epididymal sperm) fertilizing
ability with a Fertilization Index (FI: mean of sperm number fused by egg) of 0.33 + 0.06, compared to
B6 controls (B6 oocytes and B6 epididymal sperm) with a FI of 1.18 + 0.06 (p < 0.0001). Interestingly,
when we increased the concentration of Re3 sperm (10 times), the FI was brought back to normal values
(FI =1.08 + 0.05, p = 0.47) (Figure 4).
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Figure 4. Evaluation of in vitro fertilization (IVF). The fertilization index (or mean + SEM of sperm
number fused by egg) was assessed by zona-free IVF assay at 10° (B6 and Rc3 sperm) or 10°
(Rc3 sperm 10x) sperm per mL. Experiments were repeated at least three times. (): number of oocytes.
ns: non significant. ****: p < 0.0001.
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2.3. Characterization of the Sperm Defect of the Rc3 Males

To identify the origin of this sperm dysfunction, we first counted the sperm of B6 and Rc3
males used for IVF assays and we did not observe any significant difference between the two groups
(29.67 + 1.85 x 10° (n = 3) for the B6 males and 32.33 + 3.18 X 10° (n = 3) for the Rc3 males) (Figure 5a,
p=05).
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Figure 5. (a). Evaluation of epididymal sperm count on B6 and Rc3 using Malassez slide. Estimation
of the percentage of the presence of acrosome on non-capacitated (b) and capacitated (c) B6 and Rc3
epididymal sperm. (d) As shown in these illustrative slides, for this analysis, nuclei were stained
with DAPI (blue) and the acrosomal region with PSA-FITC (green). ns: non significant, * p = 0.03,
e p < 0.0001.

After an inconclusive morphological observation under phase-contrast microscopy, Rc3 sperm
were observed and compared to B6 sperm using fluorescence microscopy with PSA-FITC (Pisum
sativum agglutinin conjugated to fluorescein) labelling to detect the presence of sperm acrosome and
DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) for nucleus. A slight difference (p = 0.03) in the presence of
sperm acrosome was observed on non-capacitated freshly recovered epididymal sperm, in which
the acrosome was present in 86.4 + 4.5% of B6 sperm and in 71.8 + 4.6% of Rc3 sperm (Figure 5b).
After 90 min of capacitation in Ferticult medium supplemented with 3% Bovine Serum Albumin (BSA)
at 37 °C under 5% CO,, this percentage remained approximately the same for B6 sperm (89.4 + 2.6%),
while in sperm from Rc3 males this percentage dropped drastically to only 26.8 + 4.5% (p < 0.0001,
Figure 5c). These results likely reflect a defect at the acrosome level, which leads to early loss of the
acrosome during capacitation by spontaneous acrosome reaction (sAR).
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These results were completed by observing the sperm motility under a microscope, as carried out
during IVF experiments. While B6 sperm showed a total mobility exceeding 50% on average, those of
Rc3 rarely exceeded 20%. When we looked at the fraction of sperm that showed progressive motility,
this percentage dropped from 20% to 25% for B6 sperm to 10% at best for Re3 sperm.

Alterations in sperm could explain the high rate of spontaneous acrosomal reaction that occurred
during capacitation. In order to investigate whether discrete alterations exist at the ultrastructural level,
a second observation of Rc3 and B6 sperm was performed using electron microscopy (EM). A slight
acrosome defect consisting of a detachment between the anterior part of the acrosome and the nucleus
was observed in about half of Rc3 sperm (Figure 6a). This acrosomal defect was not seen in B6 control
sperm. EM also revealed anomalies of the flagella (Figure 6b). Indeed in Rc3 sperm, residual bodies at
the flagella, also not found on B6 sperm, were observed in 15 to 20% of sperm. These residual bodies
contain large lipid droplets that likely reflect a metabolic dysfunction and/or spermiation defect.

Figure 6. Observation of B6 and Rc3 sperm heads (a) and flagella (b) using electron microscopy.
No abnormality was observed on B6 sperm where nuclear and inner acrosomal membranes seem
joined, whereas the acrosome seems abnormally attached to the nucleus in approximately 50% of the
sperm head of Rc3 males (a, arrows), in addition to the presence of lipid droplets (b, arrowheads) in the
residual bodies at the level of the midpiece in approximately 15% of the sperm.

2.4. QTL Fine Mapping

The Rc3 substrain differs from the B6 strain by a spretus fragment of about 14 Mb on the MMU1
chromosome delimited by D1Mit438 and 1513476005 markers (see Figure 1). This spretus region contains
gene(s) responsible for the observed phenotype. We undertook to decrease the size of the fragment.
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Since the Re4 strain does not show the hypofertility phenotype (Figures 1 and 2), we excluded the
spretus region of 4 Mb between the two markers, D1IMit305 and rs13476005 that are shared by Re3 and
Rc4. Therefore, we defined a QTL region of about 4.2 Mb on chromosome 1 between D1Mit438 and
D1Mit305 (hatched zone in Figure 1) as responsible for male hypofertility. We named this QTL Mafq1
(Male fertility QTL chromosome 1).

2.5. Identification of Candidate Genes in the QTL Region Responsible for Rc3 Sperm Phenotype

We explored the Mafq1 interval to identify candidate genes whose presence in the spretus haplotype
within a B6 background could be responsible for the hypofertility phenotype. Table S1 compiles all
sequences described in different databases as protein coding genes (n = 71), processed transcripts
(n =37), pseudogenes (n = 50) and non coding RNAs (n = 48). We also documented their expression
profile, when available, at the RNA and protein level, in order to focus on genes expressed in the testis
and preferably at the spermatid stage to explain the dysfunction of the acrosome. Some genes have
already been invalidated in mouse models (n = 28), and although some of these knockout (KO) models
expressed phenotypes that are overall related to reproduction, notably, none of them could recapitulate
the particular features observed in the Re3 mouse. The supposed or validated function of the protein
has also been documented in the literature. Finally, we counted the single nucleotide polymorphisms
(SNPs) with putative functional impact between spretus and B6, particularly in the open reading
frames where they could be responsible for structural changes affecting protein interactions. Therefore,
we applied these filters to select the most relevant candidates genes. We identified 8 genes highly
expressed in the testis: Trip12, Fbx036, Spata3, Tex44, Pde6d, Efhd1, Dnajb3 and Mroh2a, of which two are
exclusively expressed in the testis (Spata3 and Tex44).

Because the differences in the expression level (NRNA) depended on the databases, we performed
qRT-PCR experiments in order to analyze the expression of several candidate genes in the testis.
The different cellular populations of the testis were sorted by flow cytometry, and the expression level of
Spata3, Dnajb3, Pde6d and Efhid1 was evaluated (Figure 7). While three of them appeared to be expressed
at different stages of spermatogenesis, Spata3 was exclusively expressed at the spermatid stage.

Spata3 expression Efhd1 expression Dnajb3 expression Pdeb6d expression
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Figure 7. Expression level of four genes during the different stages of spermatogenesis. To determine
the stage of spermatogenesis in which these four genes are expressed, the different male germ cell
populations were separated by flow cytometry and the expression levels were measured by qRT-PCR.
Undifferentiated (Udiff), differentiated (Diff) spermatogonias, primary (Cytes I) and secondary (Cytes
II) spermatocytes, spermatids (Stids).

3. Discussion

In previous studies, we have shown that IRCS mice can provide novel phenotypes of interest and
that they have the power to identify the responsible gene [9-12]. As an example, we have proposed
Fidgetin-likel (on chromosome 13) as a strong candidate for the dynamic impairment of male meiosis,
which leads to reduced testis weight in mice [8]. This gene has been described as pivotal for meiotic

68



Int. . Mol. Sci. 2020, 21, 8506 8of 15

recombination [13]. This approach allows the identification of new loci and genes that can be important
for gametogenesis and whose study can improve our knowledge about infertility disorders.

Similarly, here, using these IRCS lines, we have shown an association between a QTL on
chromosome 1 (Mafg1) present in the IRCS-derived Re3 subcongenic strain and male hypofertility.
For this, we first used the ultrasonic method to estimate the number of implanted embryos in reciprocal
crosses involving B6 and Re3 females mated with either Rc3 or B6 males. The number of implantation
sites was significantly lower in both B6 and Rc3 females when mated with Re3 males, although we
did not observe any difference in terms of embryonic resorption. This led us to assess the fertilizing
ability of Rc3 sperm. Indeed, in vivo as in vitro, the fertilization rate was found to be lower with the
sperm obtained from Rc3 males. We did not observe any obvious morphological alterations under
light microscopy but found reduced mobility in Re3 sperm; thus, we increased the sperm concentration
of Re3 by 10 during IVE. This made it possible to restore the fertilization index to the same level
with B6 sperm. The decrease in fertilization ability observed in vitro was greater than that observed
in vivo. This difference is probably explained by the optimal conditions and high efficacy of in vivo
fertilization compared to in vitro fertilization [14]. The second explanation is that the sperm make a
long journey in the female genital tract. The sperm motility is one of the elements contributing to
the success of this journey. As a result, a form of selection takes place and sperm with significantly
reduced motility do not reach the oviduct. Conversely, in vitro, sperm are directly deposited in contact
with oocytes and even those with reduced motility participate to the fertilization. This could further
reduce the fertilization rate. Therefore, IVF better reveals minor functional alterations, as seen in our
other examples regarding sperm from Spacab heterozygous mutant males [15].

We then looked for the presence of the acrosome. While this was similar on non-capacitated
sperm, the acrosome seemed to be absent more often after capacitation in Rc3 sperm, reflecting an
early sAR on Rc3 sperm and the potential fragility of the acrosome. Early sAR may not enable the
fertilization process to proceed but the timing of the acrosome reaction (AR) seems to be flexible [16].
The spontaneous acrosomal reaction is a physiological phenomenon, but its frequency increases in the
Rc3 strain [17,18]. In humans, sperm with high proportion of sAR result in poor success in IVF [19].
Via its ability to prevent early sAR before reaching the female genital tract, Paraoxonase 1 activity
seems to have a positive effect on fertility [20]. In mice, this question remains debatable. For example,
the disruption of mouse CD46 causes an accelerated sAR, but also the facilitation of fertilizing ability
of males [21]. Supporting this idea, Sebkova et al. showed that the relocation of Izumo1 takes place
normally even after sAR [18]. This apparent contradiction could probably be explained by the exact
timing and magnitude of this early acrosomal reaction. These questions could be addressed by
invalidating candidate genes.

The electron microscopy analysis finally made it possible to specify the defect in Re3 sperm by
highlighting a detachment of the acrosome that does not adhere correctly to the nucleus. This indicates
that the protein involved in this phenotype could be localized at the level of the inner membrane of the
acrosome, of the nuclear membrane, or even between the two at the level of the acroplaxome. If not,
this protein could be localized elsewhere but have an indirect action via a regulatory role. Such a
phenotype has already been observed in Hipk4 (homeodomain-interacting protein kinase 4) KO mice
demonstrating that this gene is essential for murine spermiogenesis as a regulator of the shape of
the sperm head [22], or in germ cell-specific Sirt1 KO infertile mice where disrupted spermiogenesis
caused defects in acrosome biogenesis, which resulted in a phenotype similar to that observed in
human globozoospermia [23]. In addition, the absence of DPY19L2, an inner nuclear membrane
protein, causes globozoospermia in human and in mice by preventing the anchoring of the acrosome
to the nucleus [24,25]. The phenotype that we describe here suggests an abnormal organization of
the acrosome. Admittedly, the observed phenotype is not as drastic as those mentioned above, which
might suggest that the genetic defect in the Rc3 strain, probably resulting from the presence of a protein
with altered function, could be different from the one observed in the complete absence of the protein
as in the case of KO mice. However, this difference could be sufficient to prevent, at least partially,
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normal protein interactions, thus reinforcing the idea of the “transcriptomic shock” resulting from
the brutal contact between two divergent genomes [6]. This morphological abnormality seems to
characterize a teratozoospermia, like partial globozoospermia.

The second phenotype revealed by electron microscopy is the presence of residual cytoplasm that
contains numerous lipid droplets on a fraction of Rc3 sperm. This phenotype reflects some defects
in spermiation. Because the epidydimal sperm concentration in Rc3 strain was similar to that of the
controls, we can conclude that the production and disengagement of spermatids, and their release
towards the lumen of the seminiferous tubules was normal. Nevertheless, about 20% of Rc3 sperm still
present residual bodies, which suggests a defective phagocytosis process. This phenotype could have
its origin in a dysfunction either at the spermatids level or at the Sertoli cells level and could also explain
the persistence of lipid droplets in the residual bodies. Indeed, the phagocytosis of residual bodies is
associated with a peak in the number of lipid droplets at the base of the Sertoli cell, as observed in
various species [26]. Alternatively, the presence of these lipid droplets in epidydimal sperm could also
reflect a metabolic dysfunction.

At this stage, it is not possible to know whether one and the same protein is responsible for the
two distinct observed phenotypes. Further investigations are needed. These will probably require
invalidating one or more genes present in the Mafg1 interval. We hypothesize that one or more genes
from the interval have an epistatic interaction with one or more genes outside of the interval; in the
Rc3 strain, the spretus allele(s) fail to interact properly with the B6 allele(s). This relation could be the
participation of heterodimers to a proteic complex or ligand-receptor binding for example. One of
these candidate genes could be related to the Hipk4, Sirt1 or Dpy9I2 genes, whose invalidation affects
acrosome biogenesis in mice or humans. The production and fine genetic characterization of partially
overlapping strains defined a genetic interval associated with the above-described phenotypes.

The number of genes is important in this interval (71 coding genes); therefore, we then applied
several filters in order to prioritize those that are more likely to cause the phenotypes observed during
our study.

According to the expression database that was consulted, 22 genes out of a total of 71 are
reported to be expressed in the testis (see Table S1). The inactivation of 14 of them did not result
in spermatogenesis defects (for references, see Table S1). Of these 14 genes, the case of Dnajb3
is questionable. Indeed, this gene was initially described as exclusively expressed in the testis
and particularly at the spermatid stage [27,28] in the developing acrosomal vesicle and sperm
centriolar region [29]. However, other studies found its expression in other tissues [30-33]. Its role
seemed to be related to proteasome and protein quality control [34] but also to insulin signaling,
glucose uptake and oxidative stress [30,35]. Although only two coding SNPs differ between B6
and spretus, the spretus allele of one of them is predicted to be deleterious on protein structure
(SIFT, Ensembl (www.ensembl.org)) (Table S1). Finally, a KO strain available from the Jackson
Laboratory (https://www.mousephenotype.org/data/genes/MGI:1306822) showed no reproductive
phenotype. These latest data seem to downplay the role of Dnajb3 in spermatogenesis, either because
its participation in this process is not essential or because its function is compensated for by another
gene in KO models.

Among the genes remaining in the short list and for which the KO model does not exist, Armc9 gene
mutations have been described in human Joubert syndrome, but the variety of phenotypes does
not include a phenotype related to reproduction. In addition, Van De Weghe et al. found that
CRISPR/Cas9-mediated KO of armc9 in zebrafish resulted in curved body shape, retinal dystrophy,
coloboma, reduced cilia number in ventricles, and shortened cilia in photoreceptor outer segments [36].
Cops7b and Chrnd are not expressed in mouse testis but their expression is described in human testis.
Mutations of CHRND gene in humans have been reported to be associated with congenital myasthenic
syndrome [37-39]. Efhdl is expressed in testis but also in ovary, kidney and placenta (Table S1).
Mroh2a shows ubiquitous expression but with a higher level of expression in the testis while Hjurp is
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not expressed in mouse testis. The testicular expression of the Glrpl gene is described in one database
but not in another and no orthologous gene is described in humans.

The filters that we applied make it possible to exclude some genes such as those that are not
expressed in the testis, those for which the KO does not show a spermatogenesis phenotype and even
those without significant SNPs. These filters make it possible to highlight two genes that are probably
involved in the observed phenotype. These are Spata3 and Tex44, which present an expression profile
restricted to the testis, and particularly in the spermatid. Our verification by gqRT-PCR indicated the
post-meiotic expression (at the spermatid stage) of Spata3, which confirmed the data found in the
expression databases. The expression profile at the protein level given by Protein Atlas indicates their
presence only at the spermatid stage in human testis. These two genes have not been studied in the
literature, and sequence analysis does not help to relate them to known protein families and to suggest
a particular function. Although the name “Spata”, meaning “spermatogenesis associated” is common
to several dozen genes, no particular functions or domains link these genes. As for Tex44, Spata3 was
identified as a gene very recently. Nevertheless, they both accumulate SNPs in coding sequences that
could modulate protein structure and/or function and interactions with other partners expressed in a
B6 version in the IRCS. Therefore, they appear as the best candidates.

4. Materials and Methods

4.1. Ethics Statement

All animal experiments were performed in accordance with national guidelines for the care and use
of laboratory animals. Authorizations were obtained from local (C2EA-34, Comité d’éthique en matiere
d’expérimentation animale Paris Descartes) and governmental ethical review committees via APAFIS
Application (Autorisation de projet utilisant des animaux a des fins scientifiques), Authorization
APAFIS #14124-2017072510448522 v26, A. Ziyyat (2018-2023).

4.2. Animals

The generation of the recombinant substrains from BcG-66H and 66HMMU1 at the Institut Pasteur
(Paris) has been previously reported [5,9]. After weaning, 4-week-old mice were maintained in an
animal facility at the Cochin Institute (Paris) at normal temperature (21-23 °C) and 14 h light/10 h
dark photoperiods with free access to water and food. For all experiments, animals were sacrificed by
cervical dislocation.

4.3. Phenotyping by High Frequency Ultrasonography Evaluation of in Vivo Fertilization

To evaluate the implantation rate, mice from B6 (reference strain) and Rc strains were crossed
and phenotyped at the small animal imaging facility of the Cochin Institute using high frequency
ultrasonography (VEVO 770, Visulasonics, Toronto, Canada). Each female was used one time to collect
phenotypic data from the primo-gestation. Briefly, a chemical hair remover was used to eliminate
abdominal hair. Ultrasonographic contact gel was used to ensure contact between the skin surface and
the transducer. Body temperature, electrocardiographic and respiratory profiles were monitored using
the device’s integrated heating pad and monitoring device (THM150, Indus Instruments, Webster, TX,
USA). The implantation rate was determined early in the gestation, at E7.5 and E9.5. At these stages,
the small size of the embryos permits a fluent count and resorbed embryos are also visible.

4.4. Evaluation of in Vivo Fertilization

Bb6 females were mated with Rec3 or B6 males at the night (one couple per cage) and the next day
females with a vaginal plug were isolated. Oocytes were collected from ampullae of oviducts and
freed from the cumulus cells by brief incubation at 37 °C with hyaluronidase (Sigma, St. Louis, MO,
USA) in M2 medium (Sigma). Oocytes were rinsed and kept in M2 medium in a humidified 5% CO;
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atmosphere at 37 °C before mounting. The number of fertilized oocytes was evaluated using DAPI
immune-fluorescent staining to visualize the DNA.

4.5. In Vitro Fertilization Assays

QOocytes Preparation: Five week-old B6 females were injected with 5 IU of PMSG (pregnant mare’s
serum gonadotrophin; Intervet, France) followed by 5 IU of hCG (human chorionic gonadotrophin;
Intervet) 48 h later. After super-ovulation, cumulus-oocyte complexes were collected from ampullae
of oviducts about 14 h after hCG injection. Oocytes were freed from the cumulus cells by 3-5 min of
incubation at 37 °C with hyaluronidase (Sigma) in M2 medium (Sigma). Oocytes were rinsed and kept
in Ferticult medium (FertiPro, Belgium) at 37 °C under 5% CO; atmosphere under mineral oil (Sigma).
Zona pellucida was then dissolved with acidic Tyrode’s (AT) solution (pH 2.5, Sigma) under visual
monitoring. The zona-free eggs were rapidly washed in medium and kept at 37 °C under 5% CO;
atmosphere for 2 to 3 h to recover their fertilizability.

Sperm preparation: Mouse spermatozoa were collected from the caudae epididymis of
8-13-week-old Bé and Rc3 males and capacitated at 37 °C under 5% CO; for 90 min in a 500 ul
drop of Ferticult medium supplemented with 3% BSA (Sigma), under mineral oil.

In Vitro Fertilization: Zona-free eggs were inseminated with capacitated sperm for 3 h in a 100 ul
drop of Ferticult 3% BSA medium at a final concentration of 10°/mL or 105/mL when the aim was to
try to recover fertilizing ability of Rc3 sperm by concentrating it ten times. Then, they were washed
and directly mounted in Vectashield/DAPI (Vector laboratories, CA, USA) for microscopy observation.
The oocytes were considered fertilized when they showed at least one fluorescent decondensed sperm
head within their cytoplasm.

4.6. Assessment of Sperm Acrosome Reaction

Freshly recovered or capacitated sperm were washed in PBS containing 1% BSA, centrifuged
at 300x g for 5 min and immediately fixed in 4% paraformaldehyde (Electron Microscopy Sciences,
Hatfield, PA, USA) in PBS with 1% BSA at 4 °C for 1 h. In order to detect the sperm acrosomal status,
after washing, the fixed spermatozoa were treated for 30 min in 95% ethanol at 4 °C, washed by
centrifugation through PBS and stained with FITC-conjugated lectin PSA (25 ug/mL in PBS) for 10 min.
Nuclei were stained with DAPI (blue). After repeated washing with double distilled water, a drop of
sperm suspension was smeared on a slide, air-dried, and mounted with Vectashield. Detection was
performed using a Nikon Eclipse E600 microscope Zeiss Axiophot epifluorescence microscope and
images were digitally acquired with a camera (Coolpix 4500, Nikon).

4.7. Transmission Electron Microscopy Analysis of Sperm Cells

Mouse spermatozoa from three different males were prepared as described above (in vitro
fertilization) and fixed by incubation in PBS supplemented with 2% glutaraldehyde (Grade I, Sigma)
for 2 h at room temperature. Samples were washed twice in PBS and post-fixed by incubation with 1%
osmium tetroxide (Electron Microscopy Sciences), after which they were dehydrated by immersion in
a graded series of alcohol solutions and embedded in Epon resin (Polysciences Inc., Warrington, PA,
USA). Ultra-thin sections (90 nm) were cut with a Reichert Ultracut S ultramicrotome (Reichert-Jung
AG, Wien, Austria) and were then stained with uranyl acetate and lead citrate. Sections were analyzed
with a JEOL 1011 microscope and digital images were acquired with a Gatan Erlangshen CCD camera
and Digital Micrograph software. The integrity of sperm organelles was checked including the
acrosome, nucleus, flagellum, etc. Acrosomes with a space between the nuclear membrane and the
inner acrosomal membrane were considered abnormal. Acrosomes with membranes in close contact
were considered normal. The presence of residual bodies, cytoplasmic leftovers, was recorded.
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4.8. Digital and Bibliographic Tools Used to Shorten the List of Candidate Genes

Databases were searched for the presence of genic sequences including UCSC GenomeBrowser
(genome.ucsc.edu), Ensembl (www.ensembl.org), and NCBI Gene (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene).
The nature of these sequences was reported as protein coding gene, processed transcript, pseudogene,
or non coding RNA, although some discrepancies exist between databases. The RNA expression
level was searched in the BioGPS (biogps.org) and NCBI Gene databases, in mouse and in human
when available. Results from antibody labelling on human tissues were obtained from ProteinAtlas
(proteinatlas.org). Data relative to mouse knock-out models and human diseases were collected from
the Mouse Genome Informatics website (www.informatics jax.org). Protein function was obtained
from the Gene Ontology website (www.geneontology.org). SNPs were retrieved from the Mouse
Genomes Project (www.sanger.ac.uk/sanger/Mouse_SnpViewer) and MGI databases. All analyses
were done on the GRCm38 version of the mouse genome.

4.9. Suspension Cell Sorting

Testis cells from 2-month-old B6 mice were obtained as described previously [40]. The testis
albuginea was removed and seminiferous tubules were dissociated using enzymatic digestion by
collagenase type I at 100 u/mL for 15 min at 32 °C in HBSS supplemented with 20 mM HEPES pH 7.2,
1.2 mM MgS504 7H;0, 1.3 mM CaCl; 2H;0, 6.6 mM sodium pyruvate, and 0.05% lactate. After an
HBSS wash and centrifugation, the pelleted tubules were further incubated in cell dissociation buffer
(Invitrogen) for 25 min at 32 °C. The resulting whole cell suspension was successively filtered through
a 40 um then 20 pm nylon mesh to remove cell clumps. After an HBSS wash, the cell pellet was
resuspended in incubation buffer (FHBSS supplemented with 20 mM HEPES pH 7.2, 1.2 mM MgSO,
7H0, 1.3 mM CaCl; 2H;0, 6.6 mM sodium pyruvate, 0.05% lactate, glutamine and 1% fetal calf
serum) and stained with Hoechst 33,342 (5 ug/mL) for 1 h at 32 °C in a water bath. Cells were then
labeled with monoclonal antibodies (1 pg per 10° cells) from BD Pharmingen: anti-c-Kit-biotin (2B8),
and anti-a-6 integrin-PE (GoH3). The cell sorting was performed on ARIA (Becton Dickinson).

4.10. RNA Extraction and Quantitative RT-PCR

Total RNA was extracted using TRIzol Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) in accordance
with the manufacturer’s instructions. After RNA preparation, total RNA was treated with DNase I
(Invitrogen Life Technologies) for 10 min at room temperature followed by inactivation with EDTA
(Sigma). Total RNA was reverse transcribed to obtain cDNA using M-MLV Reverse Transcriptase
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) following the manufacturer’s protocols. Quantitative PCR was
carried out using the fast SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems) and a real time PCR system
(Light Cycler 1.5, Roche Diagnostics, Division Applied Sciences, Meylan, France) according to standard
PCR conditions. To validate the primers used in qRT-PCR, four pairs of primers were tested for each
candidate gene and reference gene. For quantitative calculations, values were normalized to mouse
Cyclophiline A expression.

4.11. Statistical Analysis

Results are expressed as mean +SEM of at least three independent experiments. For statistical
analysis, one-way ANOVA multiple comparisons test or t-Test were performed using GraphPad Prism
version 7.00 for Windows, (GraphPad Software, La Jolla California USA). Differences were considered
statistically significant when p < 0.05.

Supplementary Materials: Supplementary Materials can be found at http://www.mdpi.com/1422-0067/21/22/
8506/s1.
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DAPI  4',6-diamidino-2-phenylindole
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QTL Quantitative trait locus
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KO Knockout
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Abstract: Thanks to the analysis of an Interspecific Recombinant Congenic Strain (IRCS), we previ-
ously defined the Mafq1 quantitative trait locus as an interval on mouse Chromosome 1 associated
with male hypofertility and ultrastructural abnormalities. We identified the Spermatogenesis associ-
ated protein 3 gene (Spata3 or Tsargl) as a pertinent candidate within the Mafq1 locus and performed
the CRISPR-Cas9 mediated complete deletion of the gene to investigate its function. Male mice
deleted for Spata3 were normally fertile in vivo but exhibited a drastic reduction of efficiency in
in vitro fertilization assays. Mobility parameters were normal but ultrastructural analyses revealed
acrosome defects and an overabundance of lipids droplets in cytoplasmic remnants. The deletion of
the Spata3 gene reproduces therefore partially the phenotype of the hypofertile IRCS strain.

Keywords: Spata3; infertility; acrosome; spermatogenesis; sperm; mouse model; lipid droplets

1. Introduction

Genes necessary for testis function, particularly in post-meiotic germ cells, are ex-
tremely numerous [1]. However, the function and character of dispensability of these genes
is only partially known. Their responsibility in clinical cases of human male infertility is
therefore also only partially deciphered.

For example, globozoospermia, a very rare form of male infertility characterized by
round-shaped sperm heads that present a complete lack or an abnormal setup of their
acrosome, can be explained by alterations of the DPY19L2 gene in about 60% of reported
cases [2,3]. Some rare case reports have also revealed mutations of the SPATA16, ZPBP1
and PICK1 genes [4-6]. But the defect responsible for some remaining clinical cases is not
yet identified and the biogenesis of the acrosome is still not completely elucidated. Animal
models can help with suggesting some other genes involved in the process.

Recently, we reported the analysis of a mouse model exhibiting a phenotype of
spermatogenesis alterations including anomalies of the acrosome. We identified in an
Interspecific Recombinant Congenic Strain (IRCS) a region of mouse chromosome 1 whose
presence in a Mus spretus version within a Mus musculus domesticus (C57Bl/6) background
is associated with signs reminiscent of globozoospermia. This quantitative trait locus
(QTL), named Mafyg1 for male fertility QTL chromosome 1, is associated with an interval of
approximately 4 Mb between markers D1IMit438 and D1Mit305 [7].

This specific interval contains more than 70 coding genes. Among them, we concen-
trated our research on the Spata3 gene (Spermatogenesis associated protein 3, also known
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as Testis and Spermatogenesis cell Apoptosis Related Gene 1 or Tsargl) [8,9]. We consider
it as one of the best candidates to explain the hypofertility phenotype of the Rc3 strain, on
the basis of various arguments.

Spata3 is expressed specifically in the testis both in mice and humans. Precisely, its
expression can be detected during spermatogenesis from the round spermatid stage to
mature sperm [7]. Spata3 is conserved in many mammalian species, with mouse and
human proteins sharing 55% of their identity.

No data are available on the function of the SPATA3 protein, the SPATA family being a
catalogue of proteins sharing an expression in the testis without any similarity of sequence
neither function. Furthermore, no specific functional domain can be predicted from its
sequence and no mouse model is available to determine its role. However, the human
SPATA3 gene has been reported to be among the most down-regulated genes in the testis
of infertile men diagnosed with nonobstructive azoospermia [10]. Rare variants of this
gene were also associated with prostate cancer [11].

Comparison of the sequence of the Spata3 gene between the Mus spretus and the
C57Bl/6 versions highlights many variations: 14 missense changes in the different isoforms
and at least 16 UTR variants (Table S1). These variations could be responsible for important
modifications of the structure and/or the function of the spretus SPATA3 protein compared
to the C57B1/6 version. This sprefus version of the protein could therefore be inapt to
interact/bind /function with any receptor/cofactor/partner in the C57B1/6 version in the
IRCS model to accomplish its normal activity, resulting in the hypofertility phenotype
observed in the Re3 IRCS male mice [7].

We therefore decided to produce a mouse line invalidated for the Spata3 gene in order
to decipher the function of this gene. Though male mice lacking Spata3 expression are
fully fertile in vivo, their fertility in vitro is drastically affected and some ultrastructural
anomalies can be observed in sperm samples.

2. Results
2.1. Spata3 Is Expressed in Sperm and Localized on the Acrosome

We used a specific antibody to detect SPATAS in testis slides. SPATA3 is expressed
from the round spermatid stage to mature sperm. It is specifically localized at the acrosome
region (Figure la—d). No signal was obtained when secondary antibody was used alone
(Figure le,f). We also confirmed its presence at the mRNA level by RT-PCR, as shown
in Figure 2b. Quantitative single-cell RNA sequencing analyses confirm a germ-cell spe-
cific expression from the round spermatid stage in humans and mice (Reprogenomics
Viewer) [12,13].

2.2. Spata3 Gene Deleted Male Mice Are Fertile In Vivo

Mice invalidated for the Spata3 gene were generated by microinjecting embryos with
RNA guides targeting upstream of the first coding exon (exon 1bis) and downstream of the
last coding exon (exon 3) (Figure 2a). Two different though very similar lines encompassing
an 8547 nt deletion and an 8507 nt deletion of the gene locus, respectively, were selected and
maintained. Identification of animals presenting a deletion of Spata3 was obtained by PCR
amplification and sequencing of the locus as illustrated in Figure 2c. Different crossings
were performed to produce homozygous knock-out animals (KO). Females Spata3 KO
were normally fertile. As the antibody previously used for immunofluorescence detection
(Figure 1) is no longer commercialized and no other validated antibody is available for
Western blotting, the absence of expression of the Spata3 gene could only be checked by
RT-PCR. No amplification of Spata3 could be observed in the testis of KO males compared
to wild-type (WT) samples whereas the cDNA of a testis-specific gene, Prm1, could be
detected in both samples (Figure 2b) [14]. Spata3 KO males exhibited a normal sexual
behavior and after mating with WT females, could sire offspring (Figure 3a). The average
litter size was not different when pups were born from KO males (7.1 £ 0.9; n = 9) or from
WT males (6.7 £ 0.5; n = 10, p = 0.71). This result suggests that in vivo the Spata3 gene is
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dispensable for sperm function and fertility. Similar results were obtained with the two
KO strains but only one representative strain is shown.

10 pm

Figure 1. Presence of SPATA3 at the acrosome level. (a,c) Inmunostaining for SPATA3 detection. (e) shows negative control

using secondary antibody alone and (b,d,f) show a higher magnification of regions framed in (a,c,e), respectively.

2.3. Spata3 Gene Deleted Male Mice Have a Reduced Fertility In Vitro

In vitro fertilization assays were set up to further analyze the sperm quality. The
fertilization rate (FR: number of fertilized oocytes among the total) of cumulus-intact WT
oocytes was 34.9 + 3.9 % (n = 147) when WT sperm was used and 7.3 £ 2.1% (n = 150) when
the sperm was obtained from KO males (p < 0.0001) (Figure 3b). When zona-free oocytes
from WT females were inseminated with sperm from WT or KO males, the fertilization
index (FI: the average number of fused sperms per oocyte) was 0.92 + 0.06 (n = 108) and
0.35 £ 0.04 (n = 118), respectively (p < 0.0001) (Figure 3c). These observations confirm
that Spata3 is not essential for in vivo fertilization but that in vitro, its absence affects the
successful process of fertilization.

2.4. Sperm from Spata3 Gene Deleted Male Mice Have Structural Anomalies

In order to identify why sperm from Spata3 KO mice were not as efficient to fertilize
in vitro, we decided to characterize it. Histology of the testes of KO males showed no
abnormalities (Figure 4a). Observation of sperm under a light microscope failed to show
any obvious defect (Figure 4b). Counts from epididymal sperm were not different between
WT and KO males (Figure 4c). Similarly, spontaneous acrosome reaction occurred at
the same level in WT and KO males after sperm capacitation (Figure 4d). Analyses
using the Computer Aided Sperm Analysis (CASA) system did not reveal any difference
between the control and KO sperm for any parameters, including curvilinear velocity
(VCL), beat/cross frequency (BCF) and amplitude of lateral head displacement (ALH), as
shown in Figure 4e f.
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Figure 2. Strategy of deletion of the mouse Spata3 gene. (a). Map of the mouse Spata3 gene locus. The organization of the
mouse Spata3 gene is represented with the main exons (coding in black boxes, non-coding in white boxes). Isoforms 1, 2 and
3 represent the major isoforms. The position of the sites targeted by RNA guides is marked by striped arrows. Genome
version GRCm38.p6. (b). Expression of Spata3 and Prm1 genes in testis samples. 1 and 1/, wild-type (WT) cDNA; 2 and 2/,
knock-out animals (KO) cDNA; 3 and 3', WT genomic DNA; 4 and 4/, negative control; M, molecular weight marker. (c).
Chromatogram of the deletion site including alignment with the WT sequence. The RNA guides are in purple and the PAM
sites in blue. The positions of deletion sites are indicated.

Sperm samples were analyzed by electronic microscopy in order to reveal subtle
morphological and ultrastructural defects that could not be visible through light microscopy
and that could explain the in vitro hypofertility phenotype. Some abnormal sperm could
be observed, while the acrosome seemed to be partially or completely detached from the
nucleus. In some extreme cases, sperm could also look “inflated”, showing an asymmetrical
acrosome, completely untied from the nucleus, as exemplified in Figure 5a. A count of
this particular phenotype revealed a greater abundance in KO (15%) compared to WT (3%)
samples (Figure 5c). Some other sperm showed only one or the other defect, that were not
considered in the previous quantitative evaluation.
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Figure 3. Evaluation of Spata3 KO male fertility. (a). Evaluation of in vivo fertility. WT females were mated with WT or
KO males to evaluate their capacity to fertilize in vivo. After an overnight mating, vaginal plugs were checked. Litter
size was counted after 3 weeks of gestation. Mean litter size +SEM. Numbers between brackets indicate the numbers of
litters. (b). Evaluation of in vitro fertility. The fertilization rate (or mean percentage +SEM of fertilized eggs) was assessed
by cumulus-intact IVF assay at 10° (WT and KO) sperm per ml. It was decreased between oocytes inseminated by KO
sperm compared to WT. Numbers between brackets indicate the numbers of oocytes. (c). Evaluation of in vitro fertility. The
fertilization index (or mean #+ SEM of sperm number fused by egg) was assessed by zona-free IVF assay at 10° (WT or KO)
sperm per ml. It was decreased between oocytes inseminated by KO sperm compared to WT. Numbers between brackets
indicate the numbers of oocytes. Experiments were repeated at least three times. **** p < 0.0001.
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Figure 4. Histology of sperm and testes. (a). Adult testes were fixed in paraformaldehyde, sliced and colored with
hematoxylin-eosin. (b). Papanicolaou staining of WT and KO sperm. (c). Sperm counts of WT and KO sperm. (d).
Spontaneous acrosome reaction counting. There is no difference between WT and KO sperm in terms of acrosome reaction
after capacitation. ns, not significant. (e). Analyses of sperm parameters by CASA. CASA analyzes of sperm movement
parameters from Spata3 deleted mice showed no difference in comparison to those of WT sperm. As an example, here are
presented: curvilinear velocity (VCL), beat/cross frequency (BCF) and amplitude of lateral head displacement (ALH). Data
are represented as the mean 4 SEM of at least three sperm samples from males of each group. (f). Schematic representation
of CASA measurements.
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Figure 5. Electronic microscopy analysis of sperm. (a). Examples of abnormal sperm heads combining an “inflated” aspect,
a detached and asymmetrical acrosome. (b). Examples of lipid droplets present in cytoplasmic bodies. The arrows indicate
the presence of mitochondria within the flagellum. The scale bars represent 2 pm. (c). Counting of sperm showing the
specific phenotype exemplified in panel a, among all observed spermatic heads, between WT and KO samples. Numbers
between brackets indicate the numbers of sperm heads. **** p < 0.0001.

In addition, some dark droplets were visible, more frequently in KO compared to
WT samples (Figure 5b). These droplets, suspected to contain lipids, are present within
cytoplasmic remnants located around the midpiece of the flagellum, as attested to by the
nearby presence of mitochondria.

In order to better characterize a putative metabolic defect resulting in such droplets,
we used an Oil Red O staining on WT and KO sperm (Figure 6a). Up to 13.4% and 9.4%
of KO sperm were positive for lipid droplets, before and after capacitation, respectively,
whereas less than 0.5% of WT sperm presented staining in both conditions (Figure 6b).
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3. Discussion

In order to understand which gene within the Mafgl QTL interval was responsible
for the hypofertility phenotype observed in the Rc3 IRCS mice [7], we explored the list of
candidate genes present in the interval. Spata3 matched all potential criterion of selection:
the specific expression profile, regarding both the timing and location in differentiating
sperm cells, the evolutionary conservation, the high number and predicted impact of
missense changes between B6 and spretus SPATA3 proteins. The lack of information about
its function left all hypotheses open. We therefore decided to generate a Spata3 null mouse
to determine if the invalidation of the Spata3 gene could mimic the phenotype of the Rc3
IRCS mouse.

When this project was initiated, the reported structure of the Spata3 gene was the one
reproduced in Figure 2a, as isoform 1, including 3 coding exons (Exons 1, 2 and 3) and
additional variable 3'UTR exons. A CRISPR/Cas9 strategy had been developed to target
and affect exon 1 with RNA guides, therefore compromising the full ORF. Two independent
KO lines were produced but they were found to be fully fertile in vivo (data not shown).

However, in 2018, databases revealed the existence of so far unsuspected isoforms of
the gene. First, an additional isoform starts upstream of the reported translation start, at an
ATG located 303 bp earlier, in phase (“exon 1 upstream”, Figure 2a, isoform 2). Second,
a new alternative isoform includes a new upstream first exon (“exon 1 bis”, Figure 2a,
isoform 3), followed by the classic coding exons 2 and 3, in phase. This new messenger
therefore encodes a protein that shares the last 92 amino acids but completely differs from
the initially known form at the N-terminus and is not affected by the absence of the “classic”
exon 1. This gene organization is conserved, while isoforms 1 and 3 are present in mice
and humans. In 2019, Zhou et al. reported new isoforms of the human SPATA3 gene [15].
They first identified a new isoform skipping exon 2, leading to a protein of 138 amino
acids whose C-terminal end is different because of a frameshift, but whose abundance is
unknown. They also described an alternative splicing within exon 1, where 27 bp would
be spliced away. However, this is rather a documented polymorphism, referenced as rs
72362780, with different alleles of either 2 or 3 repeats of a 27 bp sequence encoding a
QQPSPESTP motif, being almost equally frequent in the human population.
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The initial knock-out was therefore considered as a partial KO, suppressing only some
of the possible isoforms and probably leaving some not negligible residual SPATA3 activity.
Another knock-out strategy was therefore adopted to delete all known coding exons.
RNA guides located upstream exon 1bis and downstream exon 3 were used to generate a
complete gene deletion of about 8 kb. Two independent KO lines were obtained for this
complete invalidation that gave identical results. Sequencing of the locus confirmed the
deletion of the coding exons and validated the precise breakpoints. The lack of expression of
the Spata3 cDNA was confirmed by RT-PCR, in the absence of an efficient antibody to detect
the SPATA3 protein by Western blot. When mated with WT females, homozygous KO males
could sire normally and produce normal litters. The absence of Spata3 did not reproduce
the in vivo hypofertility observed in Rc3 males [7]. However, in IVF assays, sperm lacking
Spata3 expression were less efficient to fertilize WT oocytes. Both the fertilization rate of
cumulus-intact oocytes and the fertilization index of zona-free oocytes were drastically
reduced. This difference of phenotype between in vivo and in vitro conditions has already
been observed. It is probably due to the differences between an optimal in vivo fertilization
and the artificial context of IVF where some parameters are not ideally reproduced. Thus,
IVF could exacerbate a defect that is compensated for under physiological conditions. This
observation has already been encountered for the sperm specific Itgb1 KO [16] and for the
mouse heterozygous for a Spaca6 deletion [17]. This reduction of IVF efficiency was also
detected in Re3 males.

No gross abnormality could be detected in the testicular histology neither in sperm
counts, suggesting a normal spermatogenesis. The sperm movement parameters explored
by CASA were not affected. A reduction of the motile fraction had been observed in Re3
males but here the decrease in IVF yield cannot be explained by a reduced motility of
sperm. Sperm ultrastructure was explored by electronic microscopy to observe more subtle
sperm alterations, as were reported in the Re3 IRCS model [7]. Some abnormal sperm
could be observed, mainly affecting the acrosome. As observed in the Re3 line, an acrosome
detached from the nucleus is more frequently reported in KO than in WT sperm. The
acrosome sometimes looks out of shape, far from the expected symmetric cap aspect. It is
very likely that the totally abnormal appearance of the sperm shown in Figure 5a is not
really the ejaculated sperm phenotype but rather the result of manipulations which further
damage the structure of these KO sperm compared to WT sperm. It is anyway a sign of
a particular fragility of KO sperm. In addition, dark droplets in persistent cytoplasmic
remnants were also visible. An Qil Red O coloration was performed and confirmed the
lipid nature of these droplets contents and that they are much more present in KO sperm.
These cytoplasmic bodies should have been removed by Sertoli cells in the last steps of
spermiogenesis. It is not clear if the phagocytosis process is altered in KO testes, but
SPATA3 has been shown to be expressed in germ cells, not in Sertoli cells. Alternatively,
a dysfunction of lipid metabolism could be present in KO sperm, leading to an excess of
lipid droplets that fail to be correctly phagocyted by Sertoli cells. Why this process of lipids
accumulation happens will need more analyses. It is difficult to estimate exactly what
percentage of sperm is abnormal, as, more than 10% showed lipid droplets, 15% appeared
fully disorganized at the acrosome level, and some others showed milder defects.

In conclusion, male mice lacking the expression of the Spata3 gene are fertile in vivo,
thanks to the optimal context of sperm selection and gamete interaction. They are never-
theless hypofertile in vitro. Moreover, they have a higher frequency of abnormal sperm.
Specifically, they have more abnormal acrosomes that tend to untie from the nucleus and
more cytoplasmic bodies showing an imperfect spermiogenesis and spermiation.

The Spata3 KO, though modestly affecting sperm capacities, is therefore an incomplete
reproduction of the Rc3 IRCS mouse line, that was considered as a model of partial
globozoospermia. Two hypotheses can be proposed. It is possible that the complete
suppression of SPATA3 protein expression in the invalidated mouse on one side and the
expression of a modified SPATA3 protein in the IRCS on the other have different impacts
on sperm function. The presence of a deleterious protein could be more damaging than
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its absence, if for example, some compensatory mechanisms can set up. Some of the
polymorphisms existing between spretus and C57B1/6 strains are indeed individually
predicted to affect protein function. However, no prediction model can aggregate the
effect of the 14 non-synonymous changes on the integrity of the different protein isoforms,
especially on a protein of unknown function. The alternative hypothesis is that another
gene within the Mafg1 interval contributes to the complex phenotype of the Rc3 males. One
or more gene(s) present in the QTL interval and exhibiting variations in the sprefus strain
compared to the C57Bl/6 strain, likely missense changes affecting protein function but
also possibly regulatory variants affecting protein levels, could also be dysfunctional in
the Rc3 line. The cumulative effects of two or more disturbed genes could be necessary
to affect more drastically sperm function, either directly if proteins are acting together
or indirectly if they have different functions whose anomalies add at different stages or
pathways to generate the defects profile at the end. A careful re-analysis of the identity
and characteristics of the genes present in the Rc3 interval could suggest other candidates
that could participate in the phenotype.

On the human side, SPATA3 and other potential candidate genes from the QTL region
should be screened in infertile/hypofertile patients with signs reminiscent of globozoosper-
mia. Furthermore, genes identified in this QTL region will be particularly closely analyzed
in our future whole exome sequencing studies of infertile patients.

4. Materials and Methods
4.1. Animals

All animal experiments were performed in agreement with national guidelines for
the care and use of laboratory animals. Experimentation was approved by the local
ethics committee (C2EA-34, Comité d’éthique en matiére d’expérimentation animale Paris
Descartes) and the governmental ethical review committees via the APAFiS Application
(Autorisation de projet utilisant des animaux a des fins scientifiques), under the registration
reference APAFIS #14124-2017072510448522 v26, A. Ziyyat (10/102018-10,/10/2023).

Mice were purchased from Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France). All animals
were maintained at the animal facility of the Cochin Institute (Paris) at a stable temperature
(21-23 °C) and 14 h light /10 h dark photoperiods, with free access to food and water.

4.2. Generation of Transgenic Mice

The Crispr/Cas9 approaches were performed at the Transgenesis and Homologous
Recombination platform (PRHTEC) of the Cochin Institute, Paris, France. RNA guides were
selected, produced by TACGENE (Muséum d'Histoire Naturelle, Paris, France) and tested
in vitro (targeting upstream exon 1 bis: ACCGGACAGACATGGAACAG; GCTGGGAC-
CCCTGTTAGCCAA; GTTGTGACATGCTCCAGGGAA- targeting downstream exon 3:
GGACCCCAGGCCCACCGTC; GTAGAGAAGACTATCTCAAGG; GGCCCACCGTCCG-
GCAGGT).

They were preincubated with Cas9 and then microinjected into fertilized C57Bl/6]
oocytes.

Embryos that had passed to the 2-cell stage were transferred into the oviducts of
pseudopregnant females.

4.3. PCR and RT-PCR

Genotyping was performed on DNA extracted from tail biopsies (NucleoSpin® Tissue,
Macherey-Nagel, Diiren, Germany) using the GoTaq Flexi polymerase (Promega, Madison,
WI, USA) under standard PCR conditions. Primers are listed in Table 52. The integrity
of the areas targeted by the guides was tested to detect WT alleles. A large amplification
encompassing the whole locus was also performed to detect deleted alleles.

RNA was obtained by TRIzol (Thermo Fischer Scientific, Waltham, MA, USA) extrac-
tion from WT and KO testes. Five micrograms of total RNA were treated with DNAse
I (Promega) and retrotranscribed using the MMLV reverse transcriptase (Thermo Fis-
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cher Scientific) following manufacturer’s instructions. RT-PCR was performed using
the GoTaq Flexi polymerase to test the expression of Spata3 and a reference gene as
normalization control.

4.4. In Vivo and In Vitro Fertility Assessment

Mice, aged from 8 to 12 weeks, were housed as one male and one female per cage. WT
females were mated overnight with WT males or homozygous KO males and checked for
vaginal plugs the next day. For each group, litter sizes were assessed.

Wild-type 5-8 weeks-old female mice were superovulated with a 10 IU pregnant mare
serum gonadotrophin (PMSG) injection, then 48 h later with a 10 IU human chorionic
gonadotrophin (hCG) injection (Intervet, Beaucouzé, France). The next day, 14 h post-
injection, animals were sacrificed by cervical dislocation. Cumuli oophori were retrieved
by tearing the ampulla wall of the oviduct, placed in Ferticult medium (FertiPro, Beernem,
Belgium) supplemented with 3% bovine serum albumin (BSA), and maintained at 37 °C
under 5% COj in air, under mineral oil (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France).

For zona-free IVF assay, oocytes were released from the cumulus cells by 3-5 min
incubation at 37 °C with hyaluronidase (Sigma Aldrich) in M2 medium (Sigma Aldrich),
rinsed and kept in Ferticult medium, BSA 3% at 37 °C under a 5% CO; atmosphere with
mineral oil (Sigma Aldrich). The zona pellucida was then dissolved with acidic Tyrode’s
(AT) solution (pH 2.5, Sigma Aldrich) under visual monitoring. Zona-free eggs were rapidly
rinsed in a Ferticult medium, BSA 3% and kept at 37 °C under a 5% CO, atmosphere for 2
to 3 h to recover.

Mouse spermatozoa were obtained from the cauda epididymis of control or KO male
mice aged 8 to 13-weeks. They were capacitated at 37 °C under a 5% CO; for 90 min in a
500 uL drop of Ferticult medium supplemented with 3% BSA (30 mg/mL), under mineral oil.

Cumulus-intact or zona-free oocytes were inseminated in a 100 puL drop of Ferticult
medium, BSA 3% with capacitated spermatozoa at a final concentration of 1x 10°/mlL or
1x10°/mL, respectively, for 3 h. They were then washed and directly mounted in Vec-
tashield /DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) for observation under UV light
(Zeiss Axioskop 20 microscope, Marly le Roi, France). Oocytes were considered fertilized when
a fluorescent decondensed sperm head could be visualized within their cytoplasm.

4.5. Histology, Staining and Immunostaining of Sperm and Testes

Testes from adult WT and KO males were collected. They were fixed overnight in
4% (w/v) paraformaldehyde in PBS, dehydrated and embedded in paraffin. Serial 5 um
thick sections were cut on a microtom and stored at room temperature. Testis sections were
rehydrated before Hematoxylin-eosin (H&E) staining.

For Immunofluorescence staining, slides were permeabilized during 10 min in PBS
1x and with triton 0.2% at RT, and were then saturated for 30 min in PBS, BSA 3% and
Goat serum 10%. Slides were incubated for 1 h in a polyclonal anti-TSARG1 antibody
at 1:20 in PBS (T-18, sc-67901, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX; reference no longer
available), washed three times in PBS, BSA 1%. DAPI (5 ug/mL, Sigma Aldrich) and
secondary antibody (anti-Goat-Alexa 488 at 10 pug/mL, ThermoFischer Scientific) were
used at RT during 1 h, followed by three washes and slides were mounted with the Dako
Fluorescent mounting medium (Agilent, Santa Clara, CA, USA).

For Papanicolaou staining, sperm were retrieved from cauda epididymes in Ferticult
medium and spread onto a Superfrost Plus slide (ThermoFischer Scientific). Sperm cells
were fixed by incubation with PBS, paraformaldehyde 4% for 10 min and stained following
the Papanicolaou protocol (Hematoxylin, OG6, EA50). Briefly, the slides were washed in
95% ethanol and inserted in Harris hematoxylin for 3 min for nucleus counterstaining, and
washed, stained with OG-6 dye (RAL diagnostics 05.12013, Martillac, France) and with
EA-50 (RAL diagnostics 05.12019, Martillac, France), Then the slides were dehydrated (95%
ethanol absolute ethanol and xylene) and mounted with a permanent mounting medium.
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Freshly recovered or capacitated sperm were washed in PBS containing 1% BSA,
centrifuged at 300 g for 5 min and immediately fixed in 4% Paraformaldehyde (Electron
Microscopy Sciences, PA, USA) in PBS-1% BSA for 10 min at room temperature. In order
to detect the sperm acrosomal status, after washing, fixed spermatozoa were stained with
FITC-conjugated lectin Pisum Sativum Agglutinin (PSA; 25 png/mL in PBS, Sigma Aldrich)
for 15 min. After repeated washing with PBS-BSA 1%, a drop of sperm suspension was
smeared on a slide, air-dried, mounted with Vectashield-DAPI. Detection was performed
using a Nikon Eclipse E600 microscope Zeiss Axiophot epifluorescence microscope and
images were digitally acquired with a camera (Coolpix 4500, Nikon, Champigny sur Marne,
France).

For Oil Red O (ORO) staining, a drop of freshly recovered or capacitated sperm was
smeared on a slide, air-dried and immediately fixed in PFA 4% and stored at —80 °C until
the day of use. Slides were post-fixed for 10 min in PFA 4%, then rinsed and quenched with
NH4Cl 50 mM for 10 min. After rinsing, cells were permeabilized for 4 min with triton
X-100 0.5%. Finally, cells were stained by an incubation of one hour with Oil-Red-O (Sigma
Aldrich) and counter-stained with hematoxylin of Mayer. Lipids appeared as red droplets
and nuclei appeared to be blue. The amount of lipid droplets by ORO staining in sperm
cells was quantified using a light microscope.

4.6. Mouse Sperm Motility Analysis

Sperm motility was assessed by Computer Aided Sperm Analysis (CASA) using
CEROS II apparatus (Hamilton Thorne, Beverly, MA, USA). Briefly, mouse spermatozoa
were obtained from the cauda epididymis of Spata3 KO or WT C57BL6/] mice (8 to 10
weeks old) and capacitated at 37 °C under 5% CO for 90 min in a 500 uL drop of Ferticult
medium supplemented with 3% BSA, under mineral oil. The movements of at least 500
sperm cells per sample were analyzed in 20 um chambers (Leja Products B.V., Nieuw-
Vennep, Netherlands) with Zeiss AX10 Lab. Al microscope (10x objective), using HT
CASAII software.

The settings were as follows: acquisition rate, 60 Hz; number of frames, 45; minimum
head brightness, 175; minimum tail brightness, 80; minimum head size, 10 |,Lm2 ; minimum
elongation gate, 1%; maximum elongation gate, 100%; objective magnification factor, 1.2.

The principal motility parameters measured were: curvilinear velocity (VCL), average
path velocity (VAP), straight-line velocity (VSL), beat/cross frequency (BCF), amplitude of
lateral head displacement (ALH).

4.7. Electronic Microscopy

Mouse spermatozoa from males were prepared as described above (IVF) and fixed by
incubation in PBS supplemented with 2% glutaraldehyde (Grade I, Sigma) for 2 h at room
temperature. Samples were washed twice in PBS and post-fixed by incubation with 1%
osmium tetroxide (Electron Microscopy Sciences), after which they were dehydrated by
immersion in a graded series of alcohol solutions and embedded in Epon resin (Polysciences
Inc.,Warrington, PA, USA). Ultra-thin sections (90 nm) were cut with a Reichert Ultracut
S ultramicrotome (Reichert-Jung AG, Wien, Austria) and were then stained with uranyl
acetate and lead citrate. Sections were analyzed with a JEOL 1011 microscope and digital
images were acquired with a Gatan Erlangshen CCD camera and Digital Micrograph
software. The integrity of sperm organelles was checked including the acrosome, nucleus,
flagellum, etc. Acrosomes with a space between the nuclear membrane and the inner
acrosomal membrane were considered abnormal. Acrosomes with membranes in close
contact were considered normal. The presence of residual bodies and lipid droplets
was recorded.

4.8. Statistical Analysis

Results are expressed as mean & SEM of at least three independent experiments.
For statistical analysis, t-Test was performed using GraphPad Prism version 7.00 for
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Abstract

By analyzing a mouse Interspecific Recombinant Congenic Strain (IRCS), we previously identified a
quantitative trait locus (QTL), named Mafgl on chromosome 1, which is associated with male
hypofertility and ultrastructural sperm abnormalities. Within this locus, we identified a new candidate
gene that could be implicated in a reproductive phenotype: Tex44 (Testis-expressed protein 44). We thus
performed a CRISPR-Cas9 mediated complete deletion of this gene in mice in order to study its function.
Tex44-KO males were severely hypofertile in vivo and in vitro due to a drastic reduction of sperm
motility which itself resulted from important morphological sperm abnormalities. In fact, Tex44-KO
sperm showed a disorganized junction between the midpiece and the principal piece of the flagellum,
leading to a 180° flagellar bending in this region. In addition, the loss of some axonemal microtubule
doublets and outer dense fibers in the flagellum's principal piece have been observed. Our results
suggest that, in mice, TEX44 is implicated in the correct set-up of the sperm flagellum during
spermatogenesis. Its absence leads to a multiple morphological anomalies of the flagellum (MAAF)
syndrome and consequently to male infertility.

Keywords: spermatogenesis; male infertility; flagellar bending; sperm; mouse model; MMAF
Introduction

Human infertility is a major public health issue that concerns 10-20% of couples of reproductive
age. In half of the cases the cause is due to male infertility!. Among the different causes of male
infertility, quantitative and/or qualitative sperm abnormalities can be involved such as low sperm count
(oligozoospermia), reduced sperm motility (azthenozoospermia) and abnormal sperm morphology
(teratozoospermia).

Among the different causes of male infertility, the proper functioning of spermatogenesis, that
is a very complex process by which sperm cell production occurs in the testis, can be impacted by genetic
defects. With at least 120 implicated genes described in the literature?, genetic factors appear to have a
strong share of involvement in human male infertility cases. However, most of these latter remain with
an unknown genetic cause®.

Mouse models are very useful to explore the function of candidate gene predicated to be
involved in infertility since this functional investigation is difficult in humans. Thanks to the analysis of
a specific hypofertile Interspecific Recombinant Congenic Strain (IRCS) mouse line previously
described, we were able to define the Mafg1 (male fertility chromosome 1) quantitative trait locus as an
interval on the mouse Chromosome 1 associated with male hypofertility and sperm morphological
abnormalities*. In this Mafgl locus, we previously identified Spata3 as a candidate gene and we
demonstrated that the deletion of this gene partially reproduced the phenotype of the hypofertile IRCS
strain®. However, we recently found that a new testis-specific gene, the Testis expressed protein 44 (Tex44),
was reported in one of the latest versions of the mouse and human genomes and is present within the
Mafq1 locus.
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Tex44 is conserved among many mammalian species, with human and mouse proteins sharing
46% of their identity. It is specifically expressed in the testis in both mice and humans, with an
expression in late spermatids® . No data is available concerning the function of the TEX44 protein that
does not present any obvious known functional domain (Human Atlas Protein). Indeed, the TEX44 gene
belongs to the TEX family only because of its expression pattern in the testis and not because of a specific
function. To date, 69 TEX or Tex genes have been described in the human or mouse genomes”. In the
mouse model, three genes have been related to subfertility (Tex17, 18, 40) and eight genes have been
associated to infertility (Tex11, 12, 14, 15, 19, 19.1, 38, 101). Among them, three genes (TEX11, TEX14
and TEX15) have been linked to azoospermia and/or infertility in humans?”.

We produced a mouse line invalidated for the Tex44 gene in order to understand the function
of this gene. We observed that male mice lacking Tex44 expression are drastically hypofertile in vivo and
in vitro and that Tex44-KO sperm exhibit several ultrastructural anomalies.

Results

Tex44-KO male mice present drastic hypofertility in vivo and in vitro.

Mice invalidated for Tex44 were generated using a CRISPR-Cas9 strategy at the Institut Clinique de la
Souris (Celphedia, Phenomin, ICS, Illkirch). Guides located within both 5" and 3" UTR regions allowed
the targeting and deletion of the complete unique exon of Tex44. Animals presenting a deletion of Tex44
were validated by PCR amplification and sequencing of the locus as illustrated in Figure 1. Different
crossings were performed to produce homozygous knock-out animals (Tex44-KO).

WT allele

Deleted allele

0

F2—> “R6

Figure 1. CRISPR-Cas9 strategy for Tex44 mono-exonic gene deletion. RNA guides are represented upstream
and downstream of the Tex44 open reading frame as thunderbolts. The primers used are represented by the F2,
R2 and R6 arrows.

In order to test in vivo fertility, Wild-Type (WT) and Tex44-KO littermates males were mated with
C57BL/6] WT females. The average litter size was significantly different when pups were born from
Tex44-KO males (2.9 + 0,85; n = 15) compared to those born from WT males (7.1 + 0,85; n = 14) (Figure
2a). When females showed a vaginal plug after mating but not followed by gestation, the number of
pups per litter was recorded as null.

In vivo fertilization assays have been achieved with superovulated C57BL/6] WT females that were
mated overnight with WT or Tex44-KO males. The next day, females showing a vaginal plug were
sacrificed and cumulus-intact oocytes were retrieved to evaluate the in vivo fertilization rate (FR: the
average number of fertilized oocytes among the total number of oocytes). The FR was significantly
different: 96.1 + 0.04 % (n=129) for the control condition (WT) and 19.6 = 0.04 % (n=92) for the KO
condition (p <0.0001) (Figure 2b).

For in vitro fertilization assays, cumulus-intact and zona-free oocytes from WT females were incubated
with sperm from WT or KO males. For the cumulus-intact IVF assays, the FR was 44,4 + 0.04 % (n=151)
for the control condition (WT) and 0,8 + 0.04% (n=124) for the KO condition (p < 0.0001) (Figure 2c). For
the zona-free assays, the fertilization index (FI: the average number of fused sperm per oocyte) was 1.2
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+0.11 (n = 50) for the control condition and 0.14 + 0.11 (n = 55) for the KO condition (p < 0.0001) (Figure
2d).

These observations suggested that the deletion of Tex44 drastically affects the successful process of
fertilization both in vivo and in vitro.

a In vivo fertility b In vivo fertilization assay ¢ cumulus-intact IVF assay d Zona-free IVF assay
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Figure 2. Evaluation of Tex44-KO male fertility in vivo (a,b) and in vitro (¢,d). (a). WT females were mated
with WT or KO males and litter size (mean + SEM) was counted after 3 weeks of gestation whose beginning
was attested by the presence of a vaginal plug after the overnight mating. (b). Superovulated WT females were
mated with WT or KO males to evaluate their capacity to fertilize in vivo. The day following the overnight
mating, only females showing a vaginal plug attesting that a mating has occurred were used for the experiments.
The fertilization rate (FR) (mean + SEM) was assessed by the in vivo fertilization assay. (c). The fertilization
rate (FR) (mean + SEM) was assessed by cumulus-intact In Vitro Fertilization (IVF) assay at 106 (WT and KO)
sperm per ml. No fertilization was obtained with Tex44-KO sperm. (d). The fertilization index (FI) (mean +
SEM) was assessed by zona-free IVF assay at 10° (WT or KO) sperm per ml. FI was significantly decreased
when oocytes were inseminated with KO sperm compared to WT. All experiments were repeated at least three
times. *** p < 0.0001. Numbers between brackets indicate the number of oocytes.

Tex44-KO male mice present sperm morphological abnormalities

In order to better understand why Tex44-KO males are highly hypofertile in vivo and in vitro, we
characterized them in a more thorough manner. Histology of the Tex44-KO males testes showed no
obvious abnormalities (Figure 3a) and the sperm counts from the epididymal cauda were not
statistically different between WT and Tex44-KO males (52.5 + 4.9 x106 sperm/ml for the WT males (n=8)
vs. 47.6 + 4.9 x106 sperm/ml (n=9) for the Tex44-KO males) (Figure 3b).

But the analysis of the sperm motility using the Computer Aided Sperm Analysis (CASA) system
revealed a drastic difference between WT sperm that showed 63.2 + 0.03 % of motility and Tex44-KO
sperm that showed 8.7 + 0.03 % of motility (Figure 3c).

94



a b Mouse sperm count ¢ Sperm motility
= 100+ s 100+
= E | !
= 80 ° 80 %k % %k %k
a [ ]
© g 8 * =
x o
: s o+ £
s 40- . S
2 3 tooF
3 S 204
& =
0 T T
WT Tex44 KO WT Tex44 KO

Figure 3. Histology of testes, sperm counts and motility analysis of WT and Tex44-KO males. (a). No obvious
abnormalities of testes histology were observed between WT and Tex44-KO. (b). No significant difference was
observed between WT and Tex44-KO cauda epididymal sperm count. (c). Analysis of sperm motility by
Computer Assisted Semen Analysis (CASA). CASA analyses showed a drastic reduction of motility of the
Tex44-KO sperm compared to the WT sperm. Data are represented as the mean + SEM of at least three sperm
samples of each group of males (WT and KO). **** p < 0.0001.

Observation of sperm morphology under light microscopy showed obvious defects on the Tex44-KO
sperm retrieved from the cauda of the epididymis (Figure 4a,b,d-f). These KO sperm showed disjunction
and severe hairpin bending between the midpiece and the principal piece (MP-PP).

i
|

10 pm

Tex44 KO
LAY )

Figure 4. Characterization of the sperm morphology by light (a,b,d-f) and electron microscopy (c,g,h).
Papanicolaou staining of WT and Tex44-KO sperm, retrieved from the cauda epididymis (a,d), with the
associated enlargement of the framed areas respectively (b) for the WT and (e) and (f) for the Tex44-KO sperm.
Example of a severe bending of the flagellum between the midpiece (MP) and the principal piece (PP), observed
in Tex44-KO sperm in light microscopy (e) and electron microscopy (h). Example of a MP-PP disjunction of the
flagellum observed in Tex44-KO sperm in light microscopy (f) and electron microscopy (g). The arrows (g,h)
show the two kinds of abnormalities observed on the sperm flagellum.

In order to stage these abnormalities observed on the flagellum, we isolated sperm from the testis and
from the three main regions of the epididymis (caput/corpus/cauda). The proportion of severe hairpin
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bending in the Tex44-KO sperm increased along the progression through the three regions of the
epididymis. The latter passed from 12% in the caput, to 58% in the corpus and finally 80% in the cauda
(Figure 5). No severe bending was observed in the testis sperm but 65% of these testicular Tex44-KO
sperm showed a thinning between the midpiece and the principal piece.

Images caput/corpus/cauda as supplemental data.
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Figure 5. Comparison of the sperm flagellum abnormalities of WT and Tex44-KO sperm from testis and from
caput, corpus and cauda epididymis. By going through the different stages of maturation in the epididymis, the
Tex44-KO sperm morphological phenotype gets worse, evolving from a majority of midpiece-principal piece
(MP-PP) disjunction to a majority of severe bending of the flagellum. Numbers between brackets indicate the
number of individual sperm observed.

Tex44-KO male mice present other sperm ultrastructural abnormalities

Sperm samples were then analyzed by electronic microscopy to confirm the ultrastructural defects
observed previously and to reveal those that could not be visible through light microscopy. In addition
to the sperm flagellar MP-PP disjunction and hairpin bending showed in Figure 4f-g, transversal
sections of the principal piece (PP) often showed lack of some microtubule doublets and their associated
outer dense fibers (63,6 + 0.06% of PP abnormalities for the Tex44-KO sperm vs. 4,2 + 0.06% for the WT
sperm). (Figure 6 a-b).
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Figure 6. Electronic microscopy analysis of cross-sections of WT and Tex44-KO sperm’s flagellum. (a).
Examples of the lack of some microtubule doublets and their associated outer dense fibers in the principal piece of
the Tex44-KO sperm’s flagellum. (b). Counting of the sperm displaying the phenotype showed in panel (a), in
WT and Tex44-KO cross-sections of the sperm’s flagellum. Numbers between brackets indicate the number of
sperm flagellum’s cross-sections analyzed. **** p < 0.0001.
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Presence of the annulus in Tex44-KO male mice sperm

Given that Tex44-KO sperm exhibit flagellar disjunction and a hairpin bending at the junction between
the MP and PP, the question of the integrity of the annulus, a fibrous ring-like structure organized by a
Septin and located between the MP and the PP of the flagellum, has arisen. We thus realized an
immunofluorescence on cauda epididymal sperm with an anti-SEPT4 antibody to detect the latter
protein which is a conserved annulus protein®. A specific ring staining was observed between the
midpiece and the principal piece of the flagellum in the WT and Tex44-KO sperm despite their abnormal
structure in this latter (Figure 7). This result suggests that the annulus structure does not seem to be
impacted by the absence of TEX44 in the sperm.

Figure 7. Presence of the annulus on the Tex44-KO flagellum. Immunostaining of WT (a) and of Tex44-KO
(b,c) cauda epididymal sperm with an anti-SEPT4 antibody showing for both a specific ring staining between the
midpiece and the principal piece of the flagellum, despite the abnormal flagellum structure in the KO.

Lower mitochondrial activity of the Tex44-KO sperm

Because of the major defect in motility and in order to characterize the sperm mitochondrial activity,
we used the Mitotracker™ CMTMRos which is a probe that passively diffuses across the plasma
membrane and accumulates in active mitochondria. (Figure 8a). As presented in the violin plot, we can
notice that the Tex44-KO sperm tend to be predominantly of low fluorescence intensity compared to the
WT sperm that are more uniformly distributed between low and high relative fluorescence intensity.
These results suggest that Tex44-KO sperm show a significant lower mitochondrial activity than the WT
sperm. In some cases, abnormal mitochondria structures can be observed in electron microscopy (Figure
8b). Even if this phenotype was not observed in WT, it remained rare in KOs preventing any statistical
comparison.
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Figure 8. Characterization of the sperm mitochondrial activity by Mitotracker™ CMTMRos staining (a) and
examples of mitochondrial abnormalities observed in the KO. (a). Tex44-KO sperm show a lower mitochondrial
activity. Numbers between brackets indicates the number of sperm analyzed. **** p < 0.0001. (b). Electronic
microscopy analysis of longitudinal sections of Tex44-KO flagellum sperm. Example of abnormal size of
mitochondria is shown between brackets and supernumerary mitochondria shown by an arrow.

Discussion

Among the list of candidate genes within the Mafql QTL interval, responsible of a hypofertility
phenotype observed in the Rc3 IRCS strain?, the Spata3 gene had appeared to be a good candidate gene.
Its deletion partially reproduced the phenotype of the hypofertile IRCS strain. In fact, it induced
morphological alterations in sperm, including abnormal anchoring of the acrosome to the nucleus and
the persistence of residual bodies in the sperm midpiece, and an hypofertility only observed in vitro®.
However, in one of the latest versions of the mouse and human genomes, a new gene, Tex44, has been
described in our interval of interest on mouse chromosome 1 and its syntenic region on human
chromosome 2. Its function is unknown, but Tex44 corresponds to the only other candidate gene
expressed specifically in the testis, at the spermatid stage, and showing genetic polymorphisms in the
hypofertile IRCS mouse line, predicted to affect protein function. We therefore generated Tex44-KO
mice in order to study the role of the TEX44 protein in male fertility and particularly in spermatogenesis.
In vivo crossings with KO males showed a reduced average litter size. Though some WT females were
positive for a vaginal plug after mating with KO males, no birth could be detected after 3 weeks. In
order to understand if this in vivo hypofertility was either due to an embryonic development defect or
to a fertilization defect, we achieved in vivo fertilization assays with WT superovulated females that
were mated overnight with WT or Tex44-KO males. The next day, oocytes of females showing a vaginal
plug were retrieved and the in vivo fertilization rate appeared to be drastically reduced in the KO group,
confirming a fertilization defect of the Tex44-KO sperm. In a similar way, Tex44-KO sperm almost
completely failed to fertilize WT oocytes both in cumulus-intact IVF and in zona-free IVF assays. The
deletion of Tex44 thus reproduced the in vivo and in vitro hypofertility observed in the Rc3 males in a
more drastic way*.

Even though Tex44-KO males showed no abnormalities in their testicular histology and in their
epididymal sperm count, evoking a normal spermatogenesis, their sperm showed a drastic reduction
of motility and important ultrastructural anomalies. In fact, the progression of the Tex44-KO sperm
through the different stages of maturation in the epididymis was correlated to a progressive
deterioration of the morphological phenotype. This latter evolved from a majority of midpiece-principal
piece (MP-PP) disjunctions in the caput epididymis to a majority of severe bendings of the flagellum in
the cauda epididymis. This could be explained by the fact that during their transit through the
epididymis, sperm gradually acquire their motility3°. And, since Tex44-KO sperm present a weakness
at the MP-PP junction, the initial acquisition of their mobility leads to a break at this specific region
(hairpin bending).

The drastic reduction of Tex44-KO sperm motility is a clear consequence of the important morphological
sperm abnormalities. Interestingly, the few percentage (<10%) of sperm that do not present
morphological abnormalities is nearly the same as the one of motile sperm. These few “normal” sperm
could explain the fact that the Tex44-KO males are severely hypofertile but could still rarely sire in vivo
and in vitro.

Most of the abnormalities observed on the Tex44-KO sperm have already been described previously in
the literature and can potentially help us in the comprehension of TEX44's function in mice. They are
reminiscent of the MMAF (multiple morphological anomalies of the flagellum) syndrome, a mosaic of
defects in sperm flagellum morphology with reduced sperm motility?°.

For example, the absence of SEPTIN4® or TAT1", that are critical components of the sperm annulus,
leads to males that are infertile in knock-out mouse models. These latter show a complete lack of sperm
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motility and structurally defective sperm with MP-PP disjunction and hairpin bending of the tail,
disruption of the axial structures, absence of annulus and abnormal mitochondrial sheath structure.
The absence of SEPP1, a crucial component of the selenium dietary micronutrient delivery pathway in
male germ cells development, shows the same defective phenotype than in the absence of SEPTIN4 and
TAT1, but with the maintenance of an annulus 2. However, the mouse knockout of Cabs1, a gene coding
for a spermatid-specific calcium binding protein, leads to male subfertility with a disorganization of the
MP-PP junction and an abnormal annulus.

Interestingly, looking at the STRING database, TEX44 is described as interacting with human TIMM17B,
CPT1B®" and MICOS13 proteins (Detected by validated two hybrid assay). These three proteins are
respectively expressed in the inner, the outer and in the cristae mitochondrial membrane. The detection
of TEX44 in the midpiece of human sperm may suggest a potential interaction of this protein with the
mitochondria present in the sperm midpiece. This could be correlated to the decrease of mitochondrial
activity in the KO, detected by the MitoTracker probe. It is interesting to notice that the CABS1 protein
mentioned above has been detected in the mitochondrial inner membrane in rat sperm?.

Even though the knockout of Tex44 does not really reproduce the phenotype observed in the Rc3 IRCS
males (moderate hypofertility, abnormal anchoring of the acrosome to the nucleus and persistence of
residual bodies at the sperm midpiece)* It exhibits other alterations (flagellum defects, abnormal
mitochondria). Here, we described a new gene, Tex44, that is implicated in a reproductive phenotype
in mice. Taken all together, our results show that Tex44 in mice is implicated in the correct set-up of the
sperm flagellum during spermatogenesis and more precisely during spermiogenesis. The precise
function of TEX44 protein as well as its involvement in humans remains to be investigated.

Materials and Methods

Ethics statement

All animal experiments were performed in accordance with national guidelines for the care and use of
laboratory animals. Authorizations were obtained from local (C2EA-34, Comité d’éthique en matiere
d’expérimentation animale Paris Descartes) and governmental ethical review committees via the
APAFIS Application (Autorisation de projet utilisant des animaux a des fins scientifiques),
Authorization APAFIS #14124-2017072510448522 v26, A. Ziyyat (2018-2023).

Generation and breeding of transgenic mice

Tex44 knock-out (KO) mice were generated by the “Institut clinique de la souris” platform of the Institut
de génétique et de la biologie moléculaire et cellulaire (IGBMC) in Illkirch-Graffenstaden, France. RNA
guides were selected, produced and tested in vitro. Guides and Cas9 were electroporated into fertilized
C57B1/6N oocytes. Embryos that had passed to the 2-cell stage were transferred into the oviducts of
pseudopregnant females. FO founders of interest were characterized by sequencing of the PCR fragment

overlapping the deletion and were bred to obtain germ line transmission. Subsequent genotyping of
CRISPR edited founders was performed by PCR amplification on DNA extracted from tail biopsies
(NucleoSpin® Tissue, Macherey-Nagel, Diiren, Germany) using the GoTaq Flexi polymerase (Promega,
Madison, WI, USA) under standard PCR conditions using the following primers respectively flanking
guides’ targets (exonl-F2 5- GACCCTTGCTCTACAAGTACCTGTG-3' and exonl-R2 5'-
TITGATCTACATCATGTTCAGCTAG-3/, upstream and exonl-F2 5'-
GACCCTTGCTCTACAAGTACCTGTG-3" and exonl-R6 5-GGGCTGAGCAACAGGCAGGTACATG-
3’ downstream).

PCR-product sequencing (Eurofins Genomics, Les Ulis, France) using the amplification primers
(Eurogentec, Liege, Belgium) allowed the identification of the precise event of deletion.
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In vivo fertility and fertilization assay
Sexually mature Tex44-KO homozygous and wild-type littermates were mated with C57BL/6] females

of 7 weeks. The numbers of pups and litters were recorded after 3 weeks of gestation whose beginning
was attested by the presence of a vaginal plug after the overnight mating.

Wild-type C57BL/6] female mice of 5-8 weeks (Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle, France) were injected
with 5 IU of pregnant mare serum gonadotropin (PMSG). After 48h, they were superovulated with 5 IU
human chorionic gonadotropin (hCG) (Intervet, Beaucouzé, France) and then mated overnight with
pubere WT or Tex44-KO males in order to evaluate their capacity to fertilize in vivo. The next day,
females showing a vaginal plug were sacrificed by cervical dislocation and their oocytes retrieved. The
cumulus cells were removed from around the oocytes and the latter were directly mounted in
Vectashield/DAPI (Vector laboratories, Burlingame, CA, USA) for observation under UV light (Nikon
Eclipse E600 microscope). Oocytes showing at least one fluorescent decondensed sperm head within
their cytoplasm were considered fertilized. According to this, the fertilization rate (FR) was evaluated.

Mouse oocyte and sperm preparation for In Vitro Fertilization

Oocyte preparation. Wild-type C57BL/6] female mice of 5-8 weeks (Janvier Labs, Le Genest-Saint-Isle,
France) were superovulated with 5 IU of pregnant mare serum gonadotropin (PMSG) and then 48h later
with 5 IU human chorionic gonadotropin (hCG) (Intervet, Beaucouzé, France). The next day, about 13
hours after hCG injection, animals were sacrificed by cervical dislocation. Cumulus oocyte complexes
were collected by tearing the ampulla wall of the oviduct, placed in Ferticult medium (FertiPro N.V,
Belgium) supplemented with 3% BSA (Sigma-Aldrich), and maintained at 37 °C under 5% CO: in air
under FertiCult Mineral Oil (FertiPro N.V, Belgium). When experiments were performed with zona-
free oocytes, cumulus cells were first removed by a brief exposure to hyaluronidase IV-S (1 mg/ml,
Sigma-Aldrich). Then, the zona pellucida was dissolved with acidic Tyrode’s solution (pH 2.5, Sigma-—
Aldrich) under visual monitoring. Zona-free eggs were rapidly washed in a Ferticult medium, BSA 3%

and kept at 37 °C under 5% CO: atmosphere for 2 to 3 hours to recover their fertilization ability.

Sperm preparation. Mouse spermatozoa were obtained from the cauda epididymis of WT or Tex44-KO
C57BL/6] male mice (from 8 weeks old) and capacitated at 37 °C under 5% CO: for 90 minutes in a 500
ul drop of Ferticult medium supplemented with 3% BSA, under FertiCult Mineral Oil.

In vitro fertilization

Cumulus-intact or zona-free eggs were inseminated with capacitated spermatozoa, at a final
concentration of 10¢/ml or 105/ml respectively, for 3 hours, in a 50 pl drop of Ferticult medium, 3% BSA
kept at 37 °C, 5% COz, under FertiCult Mineral Oil. At the end of incubation, oocytes were washed and
directly mounted in Vectashield/DAPI (Vector laboratories, Burlingame, CA, USA) for observation
under UV light (Nikon Eclipse E600 microscope). Oocytes showing at least one fluorescent decondensed
sperm head within their cytoplasm were considered fertilized. According to this, the fertilization rate
(FR) was evaluated. To assess the fertilization index (FI) in zona-free assay, the number of decondensed
sperm heads per oocyte was recorded.

Mouse Sperm Motility Analysis

Sperm motility was assessed by Computer-Assisted Semen Analysis (CASA) using the CEROS II
apparatus (Hamilton Thorne, Beverly, MA, USA). Mouse spermatozoa samples were obtained from the
cauda epididymis of WT or Tex44-KO C57BL6/] mice (8 to 10 weeks old) and capacitated at 37 °.C under
5% CO:2 for 2 hours in a 500 uL drop of Ferticult medium supplemented with 3% BSA, under mineral
oil. The movements of at least 2000 sperm cells per sample were analyzed in 20 um chambers (Leja
Products B.V., NieuwVennep, Netherlands) with a Zeiss AX10 Lab. A1 microscope (10x objective), using
the HT CASAII software. The settings were as follows: acquisition rate, 60 Hz; number of frames, 45;
minimum head brightness, 175; minimum tail brightness, 80; minimum head size, 10 pm2; minimum
elongation gate, 1%; maximum elongation gate, 100%; objective magnification factor, 1.2.
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Histological analysis, sperm preparation and immunostaining

Testes from adult WT and Tex44-KO males were collected and fixed overnight in 4% paraformaldehyde
in PBS. Samples were dehydrated and embedded in paraffin and cut in serial 5 um thick sections on a
microtome. Testis sections were rehydrated before Hematoxylin-eosin (H&E) staining.

For immunofluorescence staining, sperm suspensions were permeabilized during 10 min in PBS 1x,
triton 0.2%, and were then saturated for 1h in PBS-BSA 1% with triton 0.02%, at RT. Then they were
incubated for 1 h with a polyclonal anti-SEPTIN4 antibody (HPA021587, Sigma Aldrich) at 1:50 in PBS-
BSA 1% with triton 0.02% at RT for 2 h and washed three times in PBS-BSA 1%. A secondary antibody
(anti-Rabbit-Alexa 488 at 10 pg/ml, ThermoFischer Scientific) was used at RT during 1 h. After repeated
washing with PBS-BSA 1%, a drop of sperm suspension was smeared on a slide, air-dried and mounted
with the VECTASHIELD® PLUS Antifade Mounting Medium with DAPI medium (Eurobio Scientific,
Les Ulis, France). Detection was performed using a Nikon Eclipse E600 microscope Zeiss Axiophot
epifluorescence microscope and images were digitally acquired with a camera (Coolpix 4500, Nikon,
Champigny sur Marne, France).

For Papanicolaou staining, sperm were retrieved from cauda epididymes in Ferticult medium and
spread onto a Superfrost Plus slide (ThermoFischer Scientific). Sperm cells were fixed by incubation
with paraformaldehyde 4% in PBS for 10 min and stained, following the Papanicolaou protocol
(Hematoxylin, OG6, EA50). Briefly, the slides were washed in 95% ethanol and inserted in Harris
hematoxylin for 3 min for nucleus counterstaining, and washed, stained with OG-6 dye (RAL
diagnostics 05.12013, Martillac, France) and with EA-50 (RAL diagnostics 05.12019). Then the slides
were dehydrated (95% ethanol absolute ethanol and xylene) and mounted with a permanent mounting
medium.

For mitochondrial staining, mouse spermatozoa were obtained from the cauda epididymis of WT or
Tex44-KO C57BL/6] male mice (from 8 weeks old) and capacitated at 37 °C under 5% CO:2 for 90 minutes
in a 500 pul drop of Ferticult medium supplemented with 3% BSA, under FertiCult Mineral Oil. Then,
MitoTracker™ Orange CMTMRos (M7510, Thermofisher) was added to the medium at a concentration
of 500 nM for 30 min in the incubator at 37 °C under 5% CO2. Sperm cells were then spread onto a
Superfrost Plus slide (ThermoFischer Scientific). After drying in the dark, sperm cells were fixed by
incubation with paraformaldehyde 4% in PBS for 10 min. Since this Mitotracker™ is a probe that
passively diffuses across the plasma membrane and accumulates in active mitochondria, the intensity
of fluorescence reflects the mitochondrial activity. Detection of fluorescence was performed using a
Nikon Eclipse E600 Zeiss Axiophot epifluorescence microscope and images were digitally acquired with
a camera (Coolpix 4500, Nikon, Champigny sur Marne, France). The intensity of fluorescence has been
normalized with to the background fluorescence of each image.

For the analysis of the sperm morphology, the testis and the three parts of the epididymis
(caput/corpus/cauda) were dissected and the spermatozoa were retrieved in M2 medium at 37°C.
Sperm samples were washed in PBS 1X- BSA1%, centrifuged at 600 g for 5 min and immediately fixed
in 4% Paraformaldehyde (Electron Microscopy Sciences, PA, USA) in PBS-1%BSA for 5 min. A drop of
sperm suspension was smeared on a slide, air-dried and mounted with Vectashield-DAPI. Detection
was performed using a Nikon Eclipse E600 microscope Zeiss Axiophot epifluorescence microscope and
images were digitally acquired with a camera (Coolpix 4500, Nikon, Champigny sur Marne, France).

Electron Microscopy

Mouse spermatozoa from males were prepared as described above (IVF) and fixed by incubation in PBS
supplemented with 3% glutaraldehyde (Grade I, Sigma) for 2 h at room temperature. Samples were
washed twice in PBS and post-fixed by incubation with 1% osmium tetroxide (Electron Microscopy

Sciences), then dehydrated by immersion in a graded series of alcohol solutions and embedded in Epon
resin (Polysciences Inc.,Warrington, PA, USA). Ultra-thin sections (90 nm) were cut with a Reichert
Ultracut S ultramicrotome (Reichert-Jung AG, Wien, Austria) and were then stained with uranyl acetate
and lead citrate. Sections were analyzed with a JEOL 1011 microscope and digital images were acquired
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with a Gatan Erlangshen CCD camera and Digital Micrograph software. Characterization of the
different phenotypes observed was performed through double blind analysis.

Statistical analysis

Results are expressed as mean + SEM of at least three independent experiments. For statistical

analysis, t-Tests were performed using GraphPad Prism version 9.00 for Windows, (GraphPad

Software, La Jolla California USA). Differences were considered statistically significant when p-value

<0.05. When data were not normally distributed, a Welch'’s correction was applied.
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VII. Discussion

Ainsi, en partant de I'observation d’un phénotype d’une lignée IRCS qui présentait une
globozoospermie partielle, nous avons pu identifier un intervalle de génes, Mafq1, qui serait
susceptible de comporter des génes intervenant dans la spermatogenése et notamment
I'’étape de mise en place de lI'acrosome. L'étude des lignées IRCS est une approche
intéressante pour localiser et déterminer de nouveaux genes impliqués dans des pathologies
(Burgio et al. 2007).

Aprés analyse de l'intervalle Mafq1, nous avons décidé d’étudier de fagon successive
deux genes présents dans cet intervalle et qui semblaient étre de bons génes candidats pour
étre impliqués dans la globozoospermie. Nous avons donc réalisé les KO de ces genes.

Le premier géne candidat étudié, Spata3, a confirmé le réle potentiel que ce géne
pourrait jouer dans |'apparition d’'une globozoospermie partielle. En effet, ces males KO
présentent des défauts de I'acrosome, ce qui est la caractéristique de la globozoospermie.
Cependant, le phénotype du KO Spata3 ne reproduit que partiellement le phénotype des RC3
puisque des différences existent : les males KO sont fertiles in vivo, et leurs spermatozoides
n‘ont pas de diminution de la mobilité et n’effectuent pas de réaction acrosomique
spontanée.

Comme le phénotype des KO Spata3 est moins sévére que celui des RC3, nous avons
émis la premiere hypothése que d’autres génes de cet intervalle pourraient étre responsables
de l'apparition de cette globozoospermie partielle. Nous nous sommes donc ensuite
intéressés a Tex44, un géne qui ne figurait pas sur la version du génome disponible au moment
du lancement du KO de Spata3. Ce modele KO a quant a lui bien un probléeme sévere de
fertilité in vivo et in vitro ainsi qu’une mobilité diminuée de ses spermatozoides. Cependant,
la non plus, ce n'est pas un phénotype de globozoospermie qui a été observée mais une
altération du flagelle. En effet, chez les males KO Tex44, nous avons observé des disjonctions
au niveau de la jonction entre les pieces intermédiaire et principale ainsi qu’une
désorganisation des doublets de microtubules de la piéce principale. Cependant, malgré les
disjonctions observées, la structure de I'annulus, qui se situe a la jonction des piéeces
intermédiaire et principale, n’est pas altérée. Néanmoins, ces anomalies flagellaires peuvent
expliquer une fragilité du flagelle (les flagelles se cassent facilement) et un défaut important
de leur mobilité entrainant une forte hypofertilité. Le phénotype observé chez les males KO
Tex44 se rapproche ainsi plutét du syndrome des anomalies morphologiques multiples du
flagelle (AMMAF ou MMAF pour Multiple Morphological Abnormalities of the sperm Flagella).
En effet, les spermatozoides KO Tex44 rassemblent au moins deux anomalies flagellaires : des
malformations de I'axoneme avec les disjonctions, le repliement en épingle a cheveux, et
I'absence de certains doublets de microtubules, et des malformations de la gaine
mitochondriale avec des mitochondries en désordre (Escalier et Touré 2012; W.-L. Wang, Tu,
et Tan 2020). Tout comme ce qui a pu étre observé lors de notre étude, ces malformations
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ont été décrites comme ayant un impact sur la mobilité des spermatozoides en les rendant
immobiles ou peu progressifs (Escalier et Touré 2012).

Aucun des deux KO étudiés n’a permis de reproduire le phénotype exact observé dans
la lignée RC3. Néanmoins, chacun des KO généré nous a permis d’apporter un début de
réponse quant aux rOles que ces genes, jusqu’alors jamais étudiés, jouent dans la
spermatogeneése et dans la fécondation et plus précisément au cours de la spermiogeneése :
Spata3 jouerait un role dans la mise en place de I'acrosome, Tex44 quant a lui interviendrait
dans I'établissement du flagelle.

Spata3 semble donc intervenir dans la mise en place de I'acrosome mais n’est pas
indispensable. Cependant, pour aller plus loin, il serait intéressant de localiser plus
précisément SPATA3 mais les outils comme des anticorps fiables manquent. En effet, les
spermatozoides KO Spata3 présentent des défauts d’acrosome mais également des
gouttelettes lipidiques dans des corps résiduels persistants. Ces derniéres peuvent résulter
d’un probléme métabolique ou d’un défaut d’élimination des corps résiduels par les cellules
de Sertoli. Par exemple, le KO Gba2, géne qui code une enzyme du réticulum endoplasmique
intervenant dans le métabolisme glucosylcéramide, entraine une accumulation de
glucosylcéramide dans les cellules de Sertoli. Ceci serait a 'origine d’un défaut de transport
des glycolipides depuis les cellules germinales vers les cellules de Sertoli, ce qui engendrerait
des anomalies morphologiques de la téte spermatique. Les males KO Gba2 sont
globozoospermiques, avec la présence d’acrosomes anormaux et une mobilité de leurs
spermatozoides diminuée. Tout ceci entrainant leur hypofertilité (Yildiz et al. 2006). On peut
alors se poser la question de la fonction exacte que remplit SPATA3 dans la mise en place de
I'acrosome : s’il intervient dans la régulation du trafic vésiculaire, dans l'ancrage de
I’acroplaxome au noyau, dans le complexe acrosome-acroplaxome-manchette et/ou encore
dans le métabolisme des lipides ou leur transport entre les cellules germinales et les cellules
de Sertoli. Malheureusement, la séquence de la protéine SPATA3, tout comme celle de TEX44,
n’est d’aucune utilité pour prédire une fonction. Les familles TEX et SPATA sont de vastes
catalogues de protéines testiculaires sans réelles ressemblance entre elles.

Tex44 semble quant a lui intervenir dans la mise en place du flagelle. Les
spermatozoides KO Tex44 présentent des disjonctions au niveau de la jonction entre les piéces
intermédiaire et principale, sans affecter la structure I'annulus, et ont de ce fait une mobilité
altérée. Ceci induit une fertilité des males fortement diminuée. Aucune anomalie de
I'acrosome n’a été relevée lors de I'étude du modele KO Tex44, le lien entre le phénotype RC3
et le phénotype KO Tex44 ne semble pas validé. Il a été décrit dans la littérature que des
mutations des composants du trafic intra-flagellaire et des protéines associées a la manchette
conduisent a des altérations de la morphologie de la téte spermatique et du flagelle (défauts
d’élongation) (Hwang et al. 2021; Liu et al. 2018; O’Donnell et al. 2012; Mari S. Lehti, Kotaja,
et Sironen 2013). Ainsi, on peut émettre I'hypothése que TEX44 pourrait intervenir dans la
mise en place du complexe acrosome-acroplaxome-manchette et que son absence ou sa
mutation engendre des altérations de la morphologie du flagelle induisant une diminution de
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la mobilité des spermatozoides et de ce fait une diminution de la fertilité des males. Pour
préciser le réle de TEX44 dans la mise en place du flagelle, il pourrait étre intéressant d’avoir
un anticorps immuno-précipitant fiable a disposition afin de rechercher ses partenaires qui,
s’il s’agit de protéines déja décrites, nous orienteraient vers le processus dans lequel intervient
TEX44.

La génération de ces deux lignées KO ne nous a donc pas permis de reproduire le méme
phénotype que celui observé dans la lignée RC3. Ceci peut s’expliquer par le fait que la
génération d’un KO peut engendrer un phénotype différent de celui induit par une mutation.
En effet, dans la lignée RC3, les différences de séquence de Spata3 ou Tex44 entre les versions
du génome B6 et Spretus peuvent étre assimilées a des variants ou des mutations. Ainsi, notre
modéle KO, et donc I'absence de la protéine, est peut-étre moins délétere que la présence
d’une mutation. En absence d’une protéine, un phénoméne de compensation peut se mettre
en place afin de pallier le manque et ne pas entrainer de défaut d’une fonction. A I'inverse, la
mutation d’une protéine peut étre bien plus délétére notamment si la mutation se situe au
niveau d’un site actif ou d’interaction, ceci peut entrainer la déstabilisation d’un complexe
entier. Ainsi, il aurait pu étre intéressant de faire de la mutageneése dirigée afin de mimer la
version Spretus du géne et reproduire les quelques changements d’acides aminés dans le fond
génétique B6, et ainsi se rapprocher au plus pres du génotype de la lignée RC3.

Afin de tenter de reproduire au mieux la lignée RC3, nous pourrions envisager en
théorie de réaliser une lignée double KO des génes Spata3 et Tex44. Ceci nous permettrait
d’observer si le phénotype qui en résulterait se rapprocherait plus du phénotype des RC3. La
réalisation de ce KO nécessiterait a nouveau d’utiliser la technique CRISPR/Cas9 a partir
d’individus appartenant a I'une de ces deux lignées. En effet, méme si nous possédons les deux
lignées KO indépendamment I'une de I'autre, nous ne pourrions pas obtenir un double KO en
croisant les deux lignées car ces génes sont présents dans le méme intervalle Mafqgl. De ce
fait, il ne serait donc pas possible d’obtenir ce double KO par recombinaison homologue.
Cependant, le phénotype des KO Tex44 compromet I'utilité de cette démarche.

L'étude des génes de l'intervalle Mafgl1 pourrait étre poursuivie. Tout d’abord, en
faisant une mise a jour des données connues concernant les genes de cet intervalle, tant sur
les données bibliographiques (étude de la fonction du gene, KO réalisé, ...) que sur les données
génomiques (séquence, isoformes, ...). Tout cela permettrait de mettre ainsi a jour la liste des
geénes candidats qui seraient intéressants a étudier si cela nous semble pertinent. Un intérét
particulier pourrait étre porté aux génes non codants que nous n’avons pas considérés comme
candidats mais qui pourraient moduler I'expression d’autres genes ou s’avérer importants
dans les mécanismes de la spermatogenese.

Par ailleurs, le QTL Mafgl comme nous I'avons défini fait environ 4 Mb. Avec les
moyens désormais a notre disposition comme des SNP cartographiés de facon extensive, la
taille de l'intervalle pourrait éventuellement étre réduite, la sélection de genes candidats
améliorée. Des analyses de type transcriptomique auraient pu permettre d’établir une image
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des dérégulations géniques entrainées par la présence du fragment Mafgl. Néanmoins, la
lignée n’est plus disponible et ne pourra pas étre plus caractérisée qu’elle ne I'a été.

En paralléle, I'étude du génome de patients pourrait nous permettre de savoir si des
mutations dans les génes SPATA3 ou TEX44 pourraient expliquer certaines hypofertilités ou
infertilités masculines dont I'origine n’a pas encore pu étre identifiée. A ce jour, aucun cas
d’un patient porteur d’une telle mutation n’a été rapporté. Les patients globozoospermiques
et MMAF qui n’ont pas fait I'objet d’analyses d’exomes et qui ne portent pas de mutation dans
les genes connus comme DNAHI1 pour les MMAF ou DPY19L2 pour la globozoospermie
pourraient étre séquencés pour les genes SPATA3 et TEX44 respectivement.

Pour conclure, cette étude ne nous a pas permis d’élucider entierement les causes du
phénotype observé dans la lignée RC3. Cependant, elle nous a tout de méme permis de
pouvoir identifier deux nouveaux geénes, jusqu’alors non décrits. Ces deux genes d’intérét
jouent des roles différents. Spata3 est en relation avec le phénotype de globozoospermie
partielle observé dans la lignée RC3 en présentant des défauts de I'acrosome. Tex44 apparait
qguant a lui étre impliqué, non pas dans une anomalie morphologique de la téte mais plutét
du flagelle, révélant une relation avec les MMAF. Ces deux génes semblent donc tout deux
impliqués dans des pathologies de type tératozoospermie.

107



Partie 3: Recherche d’une protéine impliquée dans
I’interaction gamétique a partir de I’étude du cas d’un patient
infertile

I. Contexte de I’étude : Cas d’un patient infertile

Jusqu’alors les protéines décrites comme essentielles a I'interaction gamétique sont
impliquées dans I'étape d’adhésion. A ce jour, aucune protéine essentielle a la fusion des
gametes n’a été identifiée. La quéte de cette protéine fusogene est une démarche difficile a
cause de la difficulté d’acces au matériel gamétique adéquat, au caractére transitoire de cette
étape, et est pour l'instant infructueuse. Les modeéles souris KO de ces protéines essentielles
a I'adhésion gamétique engendrent des individus (male ou femelle suivant le gene délété)
infertiles. De plus, dans ces modeles, lors de réalisation de FIV, on observe I'absence de fusion
gamétique et de ce fait les spermatozoides s’accumulent dans I'espace périvitellin sans
parvenir a fusionner avec I'ovocyte (Inoue et al. 2005; Bianchi et al. 2014; Barbaux et al. 2020;
Noda et al. 2020; Lamas-Toranzo et al. 2020; Fujihara et al. 2020; Inoue, Hagihara, et Wada
2021; Noda et al. 2022; Lorenzetti et al. 2014). Chez I'Humain, le rble de certaines de ces
protéines dans la fécondation a été confirmé par la réalisation de FIV humaine en présence
d’anticorps bloquants (Ziyyat et al. 2006; Jean et al. 2019; Barbaux et al. 2020). Cependant,
malgré cette implication validée in vitro, aucun cas de patient infertile présentant une
mutation d’un de ces genes essentiels a I'adhésion gamétique n’a été rapporté. De plus, cette
accumulation de spermatozoides dans I'espace périvitellin n’avait jusqu’alors pas encore été
décrite chez I'espéce humaine. Ce n’est qu’en 2018 que le cas d’un patient infertile présentant
ce phénotype a été décrit (Sha et al. 2018).

C’est au cours de sa prise en charge pour une aide médicale a la procréation que le cas
de ce patient infertile a été découvert. En effet, les FIV réalisées ne permettaient pas d’obtenir
d’embryon et les spermatozoides du patient traversaient la zone pellucide puis s’accumulaient
dans I'espace périvitellin. Ce n’est que la réalisation d’une ICSI qui a finalement permis au
couple de concevoir un enfant.

L’équipe d’AMP ayant pu observer ce phénotype a souhaité poursuivre I’étude du cas
de ce patient afin d’en déterminer la cause. Pour cela, ils ont réalisé I'exome du patient
infertile, puis analysé ce dernier afin de rechercher des variants rares qui pourraient étre
responsables du phénotype observé chez ce patient. Cela leur a permis de mettre en évidence
une mutation hétérozygote du géne ADAM20 (A Disintegrin And Metalloprotease 20). Grace
a un immunomarquage de la protéine ADAM20, ils ont observé qu’ADAM20 était
principalement localisée en cercle autour de la téte spermatique (ring structure) sur les
spermatozoides controles, ainsi que faiblement exprimé au niveau de I'acrosome. Sur les
spermatozoides du patient, la localisation d’ADAM20 en cercle autour du noyau et sur
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I’'acrosome n’est pas présente. Un marquage tres faible, quasiment de I’ordre du bruit de fond,
semblait observable le long du flagelle.

L’hypothése émise par les auteurs était que la mutation ADAM20 serait a |'origine d’un
changement de localisation de la protéine, affectant ainsi la fonction d’ADAM?20. Selon eux, la
mutation d’ADAM20 serait donc le facteur responsable du défaut d’interaction gamétique
observé, induisant un phénotype d’infertilité. ADAM20 pourrait donc étre une protéine
essentielle de I'interaction gamétique et son réle dans I'adhésion ou la fusion des gamétes
reste a déterminer.

Il. Adam20, Adam25, Adam39

Dans l'article de 2018 décrit précédemment, le patient infertile présentait une
mutation du gene ADAM_Z20. Il nous a paru important d’explorer la fonction d’Adam20 par un
modeéle animal. Selon la base de données ENSEMBL?®, le géne ADAM20 humain posséde trois
orthologues chez la souris : Adam20, Adam25 et Adam39. Chez la souris, Adam25 est situé sur
le chromosome 8, immédiatement suivi par deux autres membres de la famille des ADAMs :
Adam20 et Adam39. Ces trois ADAMs présentent une trés forte homologie avec entre 90 et
95% d’homologie au niveau génomique et entre 80 et 90% d’homologie au niveau protéique.
En plus, les protéines murines ADAM20, ADAM25 et ADAM39 présentent elles aussi un
peptide fusogéne putatif (Figure 20).

ADAM2@human GRVQCENVGVIPNLIEHSTVQQFHLND 27
ADAM2Bmouse GRVQCENVTRIPFLRDHSTVHWTHLNG 27
ADAM39mouse GRVQCENVTRIPFLRDHSTVHWTHLNG 27
ADAM25mouse GRVQCENVAHIPFLRDHSTVHWTHLNG 27

Figure 20 : Alignement des séquences des peptides fusogénes putatifs des protéines ADAM20
humain, et des protéines murines ADAM20, ADAM25 et ADAM39
Clustal Omega : www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo

Chez la souris, sur le chromosome 8, plusieurs membres de la famille ADAM sont
présents. Ainsi, on retrouve Adam18, 3, 5, 32, 9, 24, 25, 20, 39, 26b, 26a, 34, et 29. Parmi eux,
4 membres sont situés les uns a la suite des autres : Adam24 (Testase 1), Adam25 (Testase 2),
Adam20 (Testase 8) et Adam39 (Testase 9). Adam24 a déja été étudié et il jouerait un réle
dans le blocage a la polyspermie (Zhu et al. 1999; Zhu, Myles, et Primakoff 2001; Zhu et al.

% https://www.ensembl.org/index.html
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2009). De plus, ADAM25 est un pseudogene chez I'humain, et ADAM39 n’y est quant a lui pas
référencé (Edwards, Handsley, et Pennington 2008).

ADAM_20, en plus de présenter une mutation chez un patient infertile (Cf. § Partie 3 -
1), est exprimé spécifiquement dans le testicule (Figure 21). De plus, ADAM20, possede comme
toutes les protéines de la famille ADAM, des motifs désintégrine et enrichi en cystéines qui lui
permettent d’avoir la capacité d’adhérer aux intégrines (Edwards, Handsley, et Pennington
2008). Enfin, ADAM20 posséde dans sa séquence un peptide fusogéne putatif laissant
supposer que cette protéine pourrait jouer un roéle dans la fusion cellulaire (Wolfsberg et al.
1995; van Huijsduijnen 1998).

PROTEIN EXPRESSION OVERVIEW!
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Figure 21 : ADAM20 est exprimé spécifiquement dans le testicule
Données issues de Human Protein Atlas : www.proteinatlas.org

L'ensemble de ces arguments nous ont poussé a étudier le réle d’ADAM20 dans
I’adhésion et/ou la fusion des gametes. Pour cela, nous avons étudié le réle d’ADAM20 dans
la fécondation humaine avec les rares outils possibles et plus extensivement dans un modele
souris. Concernant I’étude chez la souris, nous avons choisi de générer un modele KO du géne
Adam20. Or, Adam20, Adam25 et Adam39 sur le chromosome 8 murin seraient des genes
issus d’un processus de duplication qui pourrait engendrer un phénomeéne de redondance
dans le génome murin (Zhu et al. 1999; I. Choi et al. 2004). Cette redondance pourrait
permettre de s’assurer que I'information génétique portée par ces génes soit bien transmise
aux générations suivantes, et que le niveau d’expression d’une protéine cruciale soit toujours
assuré. Ainsi, la génération du KO Adam20 pourrait ne pas suffire a observer un phénotype
qui serait masqué par I'expression des genes Adam25 et Adam39. C'est pourguoi nous avons
décidé de réaliser deux lignées KO : I'une qui présente une délétion d’Adam20 seul et I'autre
dans laquelle les génes Adam25, Adam20 et Adam39 sont entierement délétés.

Concernant I'étude d’ADAMZ20 chez I'humain, nous avons réalisé des marquages
immunofluorescents d’ADAM20 et d’IZUMO1 sur des spermatozoides humains. Nous avons
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pu observer que les marquages different suivant le statut acrosomal des spermatozoides (Cf.
Article N° 4 — Figure 1). En effet, lorsqu’ils sont acrosomes intacts, le marquage ADAM20
n’apparait pas (seulement un peu de marquage aspécifique sur le flagelle). A l'inverse,
lorsqu’ils sont acrosome réagi avec un marquage IZUMOL1 sur le segment équatorial suite a sa
relocalisation lors de la réaction acrosomique, ADAM20 est également localisé sur le segment
équatorial des spermatozoides. De plus, on peut également |'observer en marquage
punctiforme sur la membrane acrosomale interne au pdéle antérieur du spermatozoide
(devenue membrane plasmique aprés la réaction acrosomique), la ou se situait I'acrosome
avant la réaction acrosomique. Nous observons donc une relocalisation d’ADAM20 apres la
réaction acrosomique similaire a celle observée pour IZUMO1 qui est une protéine essentielle
de I'adhésion gamétique. Ainsi, ADAM20 se trouve sur le segment équatorial apres la réaction
acrosomique, la ou linteraction gamétique est initiée. Ensuite, nous avons réalisé des
expériences de fécondation in vitro avec des ovocytes dépellucidés et des spermatozoides
humains en présence ou non d’un anticorps dirigé contre ADAM20. L’index de fécondation en
présence de I'anticorps anti-ADAM20 apparait significativement diminué par rapport a ceux
des controles réalisés (Cf. Article N°4 — Figure 2). En effet, cet index est de 17,3 +1,73
spermatozoides par ovocyte lorsque qu’aucun anticorps n’est incubé avec les gamétes, et il
est de 15,5 + 2,04 spermatozoides par ovocyte dans la condition ou un anticorps contréle (IgG
contrdle de lapin) est présent dans la goutte de fécondation. Lorsque I'anticorps anti-ADAM20
est présent avec les gametes lors de la fécondation in vitro, I'index de fécondation chute et
n’est plus que de 4,6 + 0,97 spermatozoides par ovocyte. Ainsi, la fécondation in vitro humaine
apparait inhibée par la présence de I'anticorps dirigé contre ADAM?20. Ce résultat suggéere
qu’ADAMZ20 joue un rdle dans I’'adhésion et/ou la fusion des gamétes.

Dans l'autre versant du projet, sur le modéle murin, nous avons souhaité étudier in
vivo, d’une part le role d’Adam20 seul, mais également celui d’Adam25, 20 et 39 au cas ou les
génes Adam25 et 39 joueraient un role de redondance dans le premier KO et masqueraient
ainsi un phénotype. Dans un premier temps, nous avons donc généré la lignée KO Adam20.
Tout d’abord, nous avons réalisé des tests de fertilité in vivo en mettant en accouplement des
femelles WT avec des males WT ou KO Adam20. Les males WT ont obtenu des portées de 6,7
+ 0,58 bébés par portée (n = 10) et les males KO Adam20 ont, quant a eux, obtenu 5,4 + 0,71
bébés par portée (n = 12) (Cf. Article N° 5 — Figure 3). Ainsi, aucune différence significative de
la taille des portées n’a été observée lors de ces tests, indiquant que le géne Adam20 n’est
pas essentiel pour l'interaction gamétique. Ensuite, nous avons poursuivi I’étude en réalisant
des tests de fertilité in vitro. Les résultats de ces FIV en cumulus-intact et en zona-free ont
guant a eux montré que les males KO Adam20 présentaient une hypofertilité in vitro (Cf.
Article N° 5 — Figure 4). En effet, avec les males WT le taux de fécondation obtenu en FIV en
cumulus-intact était de 45,6 + 3 % d’ovocytes fécondés (n = 281) alors qu’il n’était que de 17,0
+ 2,3 % (n = 265) pour les males KO Adam20. De la méme fagon, en FIV en zona-free, I'index
de fécondation était réduit pour les males KO Adam20 avec 0,65 * 0,05 spermatozoide par
ovocyte (n = 161) alors qu’il était de 0,96 + 0,05 (n = 162) avec les males WT. Ce résultat
indique que méme si Adam20 n’est pas essentiel a I'interaction gamétique, il semble tout de
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méme jouer un role dans le processus de fécondation. Par ailleurs, nous avons réalisé d’autres
analyses de ces males KO (analyse des spermatozoides au CASA et en microscopie
électronique, data non montrées) et aucune autre anomalie n’a été décelée. Dans ce modéle
KO Adam20, les genes Adam25 et Adam39, trés homologues a Adam20, sont toujours
présents. lls pourraient donc participer a un phénoméne de redondance afin de sécuriser la
fonction d’ADAM20.

Dans un second temps, nous avons généré la lignée KO Adam25-20-39. Nous avons
procédé a la méme étude que pour I'analyse du KO Adam20, a savoir des tests de fertilité in
vivo et in vitro. La taille des portées obtenues avec les males KO Adam25-20-39 n’était pas
différente de celle obtenues avec les males WT (Cf. Article N° 5 — Figure 6). En effet, les males
KO Adam25-20-39 ont eu 8,0 + 0,57 bébés par portée et les males WT en ont eu 6,9 + 0,68.
Les tests de fertilité in vitro ont montré que tout comme le KO Adam20, les males KO Adam25-
20-39 sont hypofertiles in vitro (Cf. Article N° 5 — Figure 7). Le taux de fécondation en FIV en
cumulus intact passe de 53,8 + 2,7 % d’ovocytes fécondés pour les males WT (n = 305) a 30,5
+ 2,7 % pour les males KO Adam25-20-39 (n = 298). De la méme fagon, I'index de fécondation
était de 1,28 + 0,05 spermatozoides par ovocyte (n = 170) alors qu’il n’était que de 0,92 + 0,05
(n =181) avec les males KO Adam25-20-39. Par ailleurs, nous avons réalisé d’autres analyses
de ces males KO (analyse des spermatozoides au CASA et en microscopie électronique, data
non montrées) et aucune autre anomalie n’a été décelée.

Ainsi, le phénotype de fertilité (in vivo et in vitro) des deux lignées KO générées est
identique. Leur fertilité in vivo n’est pas affectée, mais les males KO sont hypofertiles in vitro.
Le KO des génes Adam25-20-39 n’engendre pas un défaut de fertilité plus important que le
KO du simple géne Adam20. La seule absence d’Adam20 est suffisante pour engendrer une
hypofertilité des males in vitro, et la délétion supplémentaire des génes Adam25 et Adam39
n’aggrave pas ce phénotype.
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Abstract

A mutation of the ADAMZ20 gene has been described in an infertile patient whose spermatozoa were
observed accumulating in the perivitelline space of oocytes. To validate the role of ADAM20 in human
fertilization, we used an antibody against this protein during zona free in vitro fertilization assay. When
ADAM20 was targeted, the fertilization index was importantly reduced, confirming the role of DAM20
in the adhesion and fusion stages of fertilization.

1. Introduction

Fertilization, which enables the continuity of the species, is a complex process implying many proteins
both on the oocyte and the spermatozoa. Indeed, several steps are necessary to perform this
mechanism. Spermatozoa migrate through the female genital tract, acquiring their capacity to fertilize
the oocyte. When spermatozoa reach the oocyte, they need to cross two barriers that protect it, the
cumulus cells and the zona pellucida. Then, the two gametes can directly interact, a spermatozoon
adheres to the oocyte, and finally gametes fuse together. To date, about ten proteins are known to
play a critical role in the adhesion of gametes. Three of them are present on the oocyte, and seven
others are spermatic. Among the most studied ones, CD9 plays a major role as a molecular organizer
of the oocyte membrane [1,2]. JUNO on the oocyte and IZUMO1 on the sperm head form a
ligand/receptor couple directly involved in adhesion of gametes [3,4]. Recently, another protein of the
oocyte, named MAIA, has been described to interact with JUNO, and secondly replace it in its
interaction with IZUMOL1 [5]. All the other proteins described as essentials for the fertilization process
are spermatic : SPACA6 (Sperm acrosome associated 6), SOF1 (Sperm-oocyte fusion required 1),
TMEMS95 (Transmembrane protein 95), FIMP (Fertilization Influencing Membrane Protein) and
DCST1/2 (Dendrocyte expressed seven transmembrane protein domain-containing) [6—13]. All those
proteins essential for fertilization are directly, or indirectly, involved in the adhesion of the
spermatozoa with the oocyte. But, to date, the gamete fusion process remains unknown and no
protein has been described playing a role in the fusion step. However, the fertilization mechanism is a
very complex process, implying several proteins, interacting together, probably localized both on the
sperm head and on the oocyte membrane. Up to now, it remains impossible to describe the whole
process of fertilization. Indeed, other proteins are likely to be implied in the complex molecular
structure required for the adhesion of gametes and proteins that are required for the fusion step still
need to be discovered. A common phenotype was found when the Knock-out (KO) of each of these
genes was generated, mice are infertile (female or male depending which gene was deleted) and
spermatozoa succeed to cross the zona pellucida but not to fuse with oocyte membrane, and therefore
accumulate in the perivitelline space. Some of those proteins are also involved in human fertilization,
proven by the use of inhibitory antibodies in human in vitro fertilization (IVF) assays ([4,6,14]). Despite
this involvement, no case of infertile patient presenting a mutation of one of these genes has been
described for now. Moreover, the phenotype of spermatozoa accumulating in the perivitelline space,
as part of human IVF in Assisted Reproduction Techniques (ART), was never reported until 2018 (ref).
Recently, Sha et al reported the unique case of an infertile patient presenting with spermatozoa
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accumulating in the perivitelline space [15]. Patient’s spermatozoa could cross the zona pellucida but
did not succeed to adhere or fuse with oocytes. This issue has been solved by bypassing the
adhesion/fusion of gametes with an intracytoplasmic sperm injection (ICSI) procedure. The embryo
thereby generated was transplanted and a successful pregnancy followed with the live birth of a child.
Furthermore, investigations of the cause of this patient’s infertility continued with a whole-exome
sequencing, applying some specific filters, to detect rare variants. Among the variants detected, a
nucleotidic change in the ADAM20 (A Disintegrin And Metalloprotease 20) gene seemed to be very
interesting and was considered as responsible of the patient’s infertility. Sequencing allowed to
confirm the heterozygous variant in ADAM20 gene of the patient, inherited from his mother and
altering a highly conserved amino acid. In addition, an immunostaining of ADAM20 on sperm was
performed by the authors. In the control, ADAM20 present a ring localization around the head of the
spermatozoa, and on the acrosome (marked weakly). This staining is no longer present in the case of
the patient. All these data suggest that this mutation of ADAMZ20 could result in a localization
(addressing) defect of ADAM20 and infertility. However, the role of ADAM20 still remains unknown.
ADAM?20 belongs to the ADAM family. This is a highly conserved and large family of proteins. These
proteins share common structures and domains such as a metalloproteinase or a cysteine-rich
domains. Some ADAM proteins have been described playing a role in fertilization and in myoblast or
trophoblast fusion [16—18]. ADAM?20, in addition to its testis specific expression, contains a disintegrin
pattern, as other proteins of the ADAM family. Moreover, ADAM20 comprises in its sequence a
putative fusogenic peptide. These characteristics could give a role to ADAM20 in adhesion, with its
disintegrin domain, or fusion, with its fusogenic peptide, of gametes. We therefore decided to explore
the role of ADAM20 in human fertilization and especially during the adhesion and fusion of gametes.
First, we confirmed the localization of ADAM20 on human spermatozoa depending of their acrosomal
status. Then, we performed human IVF in the presence or absence of antibodies directed against
ADAM20. We observed a fertilization index significantly reduced when the antibody was used. This
study confirms a potential role of ADAM20 in human fertilization and more specifically during the
adhesion and/or fusion process of gametes.

2. Results
2.1. Labelling

Human spermatozoa were labelled with an anti-ADAM20 antibody, together with an anti-IZUMO1 to
compare their localization. The presence of both proteins was simultaneous on the equatorial segment
of acrosome-reacted sperm (Figure 1). Punctiform spots were also visible as remnants of the acrosome.
Therefore, ADAM20 and IZUMO1 seem to have similar expression patterns in human sperm.

DAPI ADAM20 1ZUMO1 MERGE

Figure 1 : Labelling of ADAMZ20 and IZUMO1 on human sperm
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2.2. Fertilization index is reduced in presence of anti — ADAM20 antibody

To study the involvement of ADAM20 in the adhesion and/or fusion step during fertilization, in vitro
fertilization (IVF) assays were performed in presence or not of an anti-ADAM20 antibody or a Rabbit
IgG control. IVF assessed for research are exclusively zona-free IVF, which means on depellucidated
oocytes. The Fertilization Index (FI) was 17.3 (+ 6.7) sperm heads per oocyte (n=15) when no antibody
was added in the fertilization drop (Figure 2). The Fl is similar when a Rabbit IgG control antibody was
used (15.5 + 6.4) (n=10) (Figure 2). When an anti-ADAM20 antibody was incubated with sperm and
oocytes during IVF, fertilization was significantly decreased with a Fl of 4.6 (£ 3) sperm per oocyte
(n=11) (p < 0.0001) (Figure 2). According to this result, human IVF was inhibited by the use of the anti-
ADAM20 antibody. This inhibition suggests that ADAM20 plays a role in the adhesion and/or fusion of
spermatozoa and oocyte in humans.

Zona-free IVF assay

%k %k %k %k

Fertilization index

Figure 2: Human in vitro fertilization assay. The fertilization index was assessed by zona-free IVF assay
at 10° sperm per ml, in the presence or absence of an anti-ADAM20 antibody and of a control rabbit
IgG. The Fl is reduced when ADAM20 is targeted by a specific antibody. *** p < 0.001, **** p <
0.0001

3. Discussion

We investigated the role of ADAM20 in human fertilization, specially at the step of adhesion and fusion
of spermatozoa with oocyte. We observed a fertilization severely reduced when an anti-ADAM20
antibody is present during the IVF.

The patient described by Sha et al had a heterozygous mutation of ADAM20 that may explain his
infertility, the accumulation of sperm in the perivitelline space and the incapacity of sperm to fuse with
the oocyte. We could not access the results of whole exome sequencing to confirm the heterozygous
mutation of ADAMZ20 as the only interesting variant in the patient’s exome or to identify additional
potential variants.

It is known that proteins of the ADAM family can form complex together, as homo- or heterodimer or
forming multiple complex containing 3 or more proteins [19]. It is possible that this heterozygous
mutation of ADAMZ20 may generate a destabilized protein complex (or a localization/addressing
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defect), triggering a defect in the physiological process. Mutation could be more deleterious than an
absence of the protein. In the case studied, the mutation generates the substitution of a highly
conserved amino acid localized in the pro-domain (which is important for its catalytic activity) or the
metalloproteinase domain, depending of the isoform of ADAM20 and the chosen database. In this
context, the mutation may trigger a defect in the catalytic action of ADAM20 which could not cleaved
a downstream protein. This mutation could modify or inactivate the metalloproteinase domain of
ADAM20, which may have consequences on the processing of others proteins. The absence of the
protein, that could be replaced in the complex by another protein having the same characteristics,
could be less deleterious and could allow the physiological process to succeed.

Research on human gametes is limited and only IVF on depellucidated oocyte is allowed by French
bioethics laws (so no embryos can be created because of polyspermia). We could not test if the anti-
ADAM?20 antibody may reproduce the same phenotype observed during the patient’s IVF, with an
accumulation of sperm in the perivitelline space and no fertilization.

On zona-free IVF, the anti-ADAM20 reduced the Fl. The antibody may block ADAM20, preventing it
from performing its function correctly or limiting its capacity to interact with the oocyte membrane to
promote adhesion and/or fusion of gametes.

In addition, there is not a total absence of fertilization with the anti-ADAM20 antibody but a severely
reduced Fl. This could be explained by an affinity problem, an insufficient concentration of antibody
(there is no blocking of aspecific sites so the antibody can be fixed on those sites), the agglomeration
of antibodies together, or several antibodies on the same spermatozoa, then less antibodies are
disponible to block all spermatozoa.

Given the result that the anti-ADAM?20 antibody reduced significantly the Fl in human zona-free IVF, it
appears necessary to produce a KO-Adam20 mouse model to study how Adam20 works and its role in
fertilization.

Nowadays, no mutation of genes known to be essentials for fertilization have been described in
human. The precise phenotype of sperm accumulation in the perivitelline space could be observed in
humans only after IVF observation or embryoscope follow-up, and has therefore never been reported
before the article of Sha et al. The more systematic use of exome analyses might reveal some
mutations in these genes also in human patients.

4. Materials and Methods
4.1. Labelling

Human sperm were incubated during approximately 18 hours (overnight) in Ferticult medium
(FertiPro, Beernem, Belgium) supplemented with 3% bovine serum albumin (BSA), and maintained at
37°C under 5% CO; in air, under FertiCult Mineral oil (FertiPro, Beernem, Belgium). During this time,
sperm were co-incubated with anti-IZUMO1 nanobody at 12.5 pug/mL and anti-ADAM20 antibody (PA5-
63714, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) at 5 pg/mL. Spermatozoa were washed 3 times with Ferticult
medium, BSA 3%, for 5 minutes, at 600 G, at room temperature. They were then co-incubated with
Alexa Fluor 594 — conjugated anti-Alpaga IgG, VHH domain (128-585-232, Jackson ImmunoResearch,
West Grove, PA 19390, Etats-Unis) at 1.7 pg/mL and Alexa Fluor 488 Goat anti-Rabbit 1gG (A11008,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) at 5 pg/mL. Spermatozoa were then washed 3 times with PBS 1X, BSA
1%, for 5 minutes, at 600 G, at room temperature. They were then fixed in PBS 1X, PFA 4% during 10
minutes at room temperature before 3 washes. Treated spermatozoa were spread on slides, mounted
with Vectashield medium including DAPI (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA) and observed on
a confocal spinning-disk (Leica Microsystems, Wetzlar Allemagne).
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4.2. Human gametes and in vitro fertilization

Human sperm and oocytes were donated by patients undergoing an assisted reproductive technology
(ART) program for in vitro fertilization (IVF) or ICSI (Intracytoplasmic sperm injection) in the assisted
reproductive laboratory of Cochin’s Hospital (Paris, France) after giving informed consent. Only human
oocytes that could not be used for the patient fertility purposes were given for research according to
the French bioethics laws. Spermatozoa were collected from excess fresh sperm derived from IVF
attempts and were used on the day of collection. The GERMETHEQUE Biobank site of PARIS-COCHIN
(BB-0033-00081) provided oocytes and sperm samples. GERMETHEQUE obtained consent from each
patient to use their samples (CPP 2.15.27). The GERMETHEQUE pilotage committee approved the
design of this study under the number 20160407-01. The Biobank has a declaration DC-2014-2202 and
an authorization AC-2015-2350. /n vitro-maturated and unfertilized metaphase Il oocytes were used
for IVF. Zona pellucida was removed chemically using acidic Tyrode’s solution (pH 2.5, Sigma Aldrich,
Saint Quentin Fallavier, France) and oocytes were washed several times in Ferticult medium (FertiPro,
Beernem, Belgium) supplemented with 3 % bovine serum albumin (BSA, Sigma Aldrich, A3311, Saint
Quentin Fallavier, France) and kept at 37 °C and 5% CO, atmosphere for recovery (2 hours). Zona-free
oocytes were inseminated with ~4000 capacitated motile human sperm, in 20 pl Ferticult medium 3
% BSA, and maintained at 37°C under 5 % CO- in air, under FertiCult Mineral oil (FertiPro, Beernem,
Belgium) overnight. When used, either the anti-ADAM20 antibody (Aobious, NCTP00392, Gloucester,
USA) or a Rabbit IgG Isotype Control (Invitrogen, 02-6102 Waltham, MA, USA) were added in the 20 uL
drop at a final concentration of 50 pug/ml. Oocytes were then washed and directly mounted between
slide and cover slide in VECTASHIELD PLUS Antifade Mounting Medium with DAPI (Vector Laboratories,
H-2000, Newark, CA, USA) for observation under UV light (Zeiss Axioskop 20 microscope, Marly le Roi,
France). Oocytes were considered fertilized when at least a fluorescent decondensed sperm head
could be visualized within their cytoplasm.

4.3. Statistical Analysis

Results are expressed as mean + SEM of at least three independent experiments. For statistical
analysis, t-Test or One-way ANOVA were performed using GraphPad Prism version 9.5.1 for Windows,
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Differences were considered statistically significant when p <
0.05.

Abbreviations

SPACAG6: Sperm acrosome associated 6

SOF1: Sperm-oocyte fusion required 1

TMEM®95: Transmembrane protein 95

FIMP: Fertilization Influencing Membrane Protein

DCST1 and DCST2: Dendrocyte expressed seven transmembrane protein domain-containing
KO: Knock-out

IVF: In Vitro Fertilization

Fl: Fertilization Index

ICSI: Intracytoplasmic sperm injection

ADAM?20: A Disintegrin And Metalloprotease 20
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Abstract

A mutation of the ADAM20 gene has been described in an infertile patient whose spermatozoa
were observed accumulating in the perivitelline space of oocytes. To decipher the role of
ADAM20 in the fertilization process, we produced a mouse model knock-out (KO) for the
Adam20 gene. Adam20 KO males showed an in vivo fertility similar to their wild-type
littermates and had normal sperm counts and morphology. They however presented a reduced
fertility in in vitro fertilization assays. To explore the hypothesis that the Adam25 and Adam39
genes could compensate the lack of Adam20 given their very high homology, we decided to
produce a triple KO deleting these 3 neighbor genes simultaneously. The phenotype was
identical to that of the single gene deletion. Therefore, ADAM20, ADAM25 and ADAM39 are
not essential proteins for fertilization but they seem to participate modestly to the process.

1. Introduction

Fertilization is defined by the succession of several steps. First, spermatozoa migrate in the
female genital tract. Then, they cross the two barriers that protect the oocyte: the cumulus cells
and the zona pellucida. After this step, spermatozoon adheres to the oocyte and finally fuses
with the oocyte. To date, nine proteins have been described as essential for the adhesion of
gametes. Two of them are present on the oocyte membrane and the seven others are spermatic.
JUNO on the oocyte and 1IZUMOL1 on the sperm head form a ligand-receptor couple directly
involved in the adhesion of gametes [1,2]. CD9, on the oocyte, plays a molecular organizer role
[3,4]. Sperm acrosome associated 6 (SPACAG), a protein localized on the sperm head, appears
as essential for fertilization [5]. Sperm-oocyte fusion required 1 (SOF1), Transmembrane
protein 95 (TMEM®95) and Fertilization Influencing Membrane Protein (FIMP), three spermatic
proteins, have also been described to be essential for the adhesion process of the gametes [6—
10]. More recently, Dendrocyte expressed seven transmembrane protein domain-containing 1
and 2 (DCST1 and DCST2) have been also reported as essential in the fertilization process
[11,12]. All these proteins, are directly or indirectly involved in the adhesion step of the
spermatozoa with the oocyte. But, to date, the gamete fusion process remains unknown. Indeed,
the adhesion of gametes seems to be driven by a complex molecular organization, implying
several proteins, both on the sperm head and on the oocyte. Moreover, the distance between
oocyte and sperm membranes must be perfect to induce an efficient adhesion which leads to
the start of the fusion step. There is still a lack of knowledge to describe and explain the
mechanism of fertilization as a whole, with on the one hand, the potential existence of other
adhesion proteins playing a role in the complex molecular organization, and on the other hand,
the discovery of proteins directly involved in gamete fusion. Knock-out (KO) mice invalidated
for each of the genes essential for gamete adhesion show a common phenotype : mice are
infertile and sperm are observed to cross the zona pellucida and accumulate in the perivitelline
space [1,2,5-7,10,11,13]. Despite the proof of involvement of these proteins also in human
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fertilization, mainly by the use of inhibitory antibodies in human In Vitro Fertilization (IVF)
[5], no case of infertile patient with a mutation in any of these genes has been described.
However, this phenotype of sperm accumulation in the perivitelline space has been reported in
an article published in 2018, for an infertile patient. For this patient, attempts at IVF were
inconclusive. This failure was compensated by the achievement of an Intracytoplasmic Sperm
Injection (ICSI) and continued with a pregnancy without abnormality. A genome analysis of
this patient highlighted a mutation of the A Disintegrin And Metalloprotease protein 20
(ADAM20) gene which causes the substitution of a highly conserved amino acid. In addition,
an immunostaining of ADAM20 on the patient’s sperm did not show any staining, while on a
control sperm, ADAM20 showed a ring localization around the head of the spermatozoa (and
a weak staining of the acrosome) [14]. This observation suggested that this mutation of
ADAM?20, though at the heterozygous state, could be responsible for a defect of
heterodimerization, localization or addressing of ADAM?20, resulting in a lack of function of
ADAMZ20.

ADAM20 belongs to the ADAM family, a large and highly conserved protein family. These
proteins share common structural characteristics including a metalloprotease domain and a
disintegrin domain. ADAM20 has a specific testicular expression and transcriptomic analyses
show an expression profile specific of spermatids. As a protein of the ADAM family, ADAM20
possesses in its structure a disintegrin pattern which could allow a role in adhesion. Moreover,
in its sequence, ADAMZ20 also presents a putative fusogenic peptide that could allow a role in
fusion. All these characteristics suggest that ADAM20 could play a role in adhesion and/or
fusion of gametes.

In another work, we reported results of human zona-free IVF assays using an antibody targeting
ADAMZ20. Interestingly, this antibody significantly reduced the fertilization index (FI)
compared to controls. We therefore decided to generate mouse lines invalidated for the Adam20
gene in order to describe its potentially role in the adhesion and/or fusion process of gametes.
Despite Adam20 KO males are fertile in vivo, their in vitro fertility is significantly reduced.

2. Results
2.1. An anti-ADAM20 Antibody Inhibits IVF

To evaluate the role of ADAMZ20 in fertilization, in vitro fertilization (IVF) assays were
performed with Wild-type (WT) sperm and oocytes from B6CBAF1 mice, in the presence or
absence of a specific antibody targeting ADAMZ20. In cumulus-intact IVF, the fertilization rate
(FR: number of fertilized oocytes among the total) of WT oocytes was 60.9 £ 3.3 % (n = 215)
and 58.7 £ 3.4 % (n = 206) with WT sperm without or in presence of a Rabbit 1gG control
antibody respectively. However, using WT sperm in the presence of an antibody directed
against mouse ADAMZ20 protein, the FR was 41.8 £ 3.3 % (n = 227) (p < 0.001) (Figure 1a).
In zona-free IVF using WT oocytes with WT sperm, in presence or not of Rabbit IgG control
or anti-ADAM20 antibodies, the fertilization index (FI: the average of fused sperms per oocyte)
was 2.87 £0.14 (n =76), 2.61 £0.15 (n=67) and 1.44 £ 0.10 (n = 81) respectively (p <0.0001)
(Figure 1b). These results show that inhibition of ADAMZ20 reduces IVF rates, suggesting a
role of ADAMZ20 in the fertilization process.
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Figure 1. Evaluation of the anti-ADAM20 antibody on mouse male in vitro fertility. (a).
Evaluation of in vitro fertility. The fertilization rate (or mean percentage + SEM of fertilized
eggs) was assessed by cumulus-intact IVF assay at 10° sperm per ml in presence or not of
Rabbit 1gG control or anti-ADAM20 antibody. FR is reduced when anti-ADAMZ20 antibody is
used. Numbers between brackets indicate the numbers of oocytes. (b). Evaluation of in vitro
fertility. The fertilization index (or mean = SEM of sperm number fused by egg) was assessed
by zona-free IVF assay at 10° sperm per ml in presence or not of Rabbit 1gG control or anti-
ADAMZ20 antibody. FI is reduced when anti-ADAM20 antibody is used. Numbers between
brackets indicate the numbers of oocytes. Experiments were repeated at least three times. **
p <0.01; *** p <0.001; **** p < 0.0001.

2.2. In Vivo Fertility Of Homozygous Adam20 KO Males Is Not Affected

To study the role of ADAM20 during the adhesion and/or fusion of spermatozoa with the
oocyte, mice invalidated for the Adam20 gene were generated. Embryos were microinjected
with RNA guides targeting upstream and at the end of exon 2 to generate a complete deletion
of this exon (the only coding exon of Adam20) (Figure 2a). Two lines were obtained with a
deletion of 338 nt or 377 nt respectively, corresponding to the expected loss of the total open
reading frame.

To establish mouse lines and identify animals with a deletion of the exon, PCR amplification
and sequencing of the region were performed (Figure 2b). To obtain homozygous KO mice,
crossing of heterozygous animals were performed. After checking that both lines exhibited the
same phenotype, the analyses were performed on one of them.
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Figure 2. Deletion of the Adam20 gene. a) Map of the Adam20 gene and position of the RNA
guides (blue arrows) and b) chromatogram of the deletion site including alignment with the
WT sequence. The RNA guides are in blue and the PAM sites in yellow. Sequence of the
founder mice of the Adam20 KO mouse line is shown in bold.

To evaluate their in vivo fertility, Adam20 KO males were mated with WT females. Normal
sexual behavior was observed and pups were born of these matings. No significant difference
was observed between litter sizes born from WT, 6.7 + 0.58 pups per litter (n = 10), or from
Adam20 KO males, 5.4 + 0.71 pups per litter (n = 12) (Figure 3). This result suggests that the
Adam?20 gene is dispensable for the in vivo fertilization process.
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Figure 3. In vivo fertility assay. To determine the capacity of Adam20 KO males to fertilize in
vivo, these males were mated with WT females. Vaginal plugs were checked after an overnight
mating. At the end of gestation, the numbers of pups per litter were counted. Litters were
generated from at least three different males of each group.
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2.3. In Vitro Fertility Of Homozygous Adam20 KO Males Is Reduced

Sperm counts and parameters observed using a CASA system were not different between WT
and KO males. Testis histology did not show any abnormality (data not shown). IVF assays
were performed using WT oocytes with WT sperm or Adam20 KO sperm. In cumulus-intact
IVF assays, the FR was 45.6 £ 3 % (n = 281) with WT sperm and 17.0 + 2.3 % (n = 265) with
Adam20 KO sperm (p < 0.0001) (Figure 4a). In zona-free IVF assays, using WT sperm, a Fl of
0.96 £ 0.05 sperm per oocyte (n = 162) was obtained whereas using Adam20 KO sperm it was
0.65 £ 0.05 (n = 161) (p < 0.0001) (Figure 4b). Adam20 KO males have a reduced in vitro
fertility. Even if in vivo the absence of ADAM20 doesn’t seem to have any effect on
reproduction in controlled conditions, in vitro its absence affects and reduces both fertilization
rate and index. According to this result, Adam20 seems to play a minor role in fertilization even
if this gene is not essential for this process.
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Figure 4. In vitro fertility assays. (a). Cumulus-intact IVF assay. The fertilization rate (or
mean percentage + SEM of fertilized eggs) was assessed by cumulus-intact IVF assay at 10°
(WT or KO) sperm per ml. FR is reduced when Adam20 KO male’s sperm is used. (b). Zona-

free IVF assay. The fertilization index (or mean £ SEM of sperm number fused by egg) was
assessed by zona-free IVF assay at 10° (WT or KO) sperm per ml. Fl is reduced when oocytes
are inseminated by Adam20 KO sperm compared to WT sperm.

Numbers between brackets indicate the numbers of oocytes. Experiments were repeated at

least three times. **** p < 0.0001.

2.4. Multiplicity Of Mouse Adam Genes

In the present mouse model, Adam?20 is dispensable for in vivo fertility but its absence reduces
in vitro fertility. Compensatory mechanisms because of genome redundancy in mouse models
are well known and could mask the role of Adam20 in fertilization. The analysis of genomic
databases allowed us to notice that two other Adam genes are very similar to Adam20: Adam25
and Adam39. The Adam25 and Adam39 genes have more than 90 % identity at the genomic
level with Adam20 and about 80 % at the protein level. These three Adam genes are present on
mouse chromosome 8, localized side by side and likely the result of duplications: Adam25 is
placed just upstream Adam20, and Adam39 right downstream of Adam20. However, in the
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human genome, only ADAM20 is expressed and functional. Indeed, ADAM25 is a pseudogene
and have been discontinued by NCBI, and ADAM39 is missing from humans [15,16]. Based on
the results of the fertility study of the Adam20 KO mouse lines and the homologies between
Adam25, Adam20 and Adam39, we then decided to generate a simultaneous KO of these three
genes. The high homology level between Adam25, Adam20 and Adam39, together with their
similar exclusively testicular pattern, could result in a redundancy of Adam20. In the Adam20
KO mouse lines, the expression of Adam25 and Adam39 could compensate for the absence of
Adam20 and mask its role in the fertilization process.
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Figure 5. Deletion of the Adam25-20-39 genes. a) Map of the Adam25-20-39 region on
chromosome 8. Blue arrows represent the RNA guides. b) Chromatogram of the deletion site
including alignment with the WT sequence. The RNA guides are in blue and the PAM sites in

yellow. Founder’s sequence of the Adam25-20-39 KO mouse line is shown in bold.

2.5. In Vivo Fertility Of Homozygous Adam25-20-39 KO Males Is Not Affected

Adam25-20-39 KO mouse lines were generated to explore this hypothesis. CRISPR/Cas9
technology was used to delete a large genomic fragment including these three genes present on
chromosome 8 one next to each other, and devoid of other known gene. Embryos were
microinjected with RNA guides directed on loci localized on the one hand upstream Adam25
and on the other hand downstream Adam39. This strategy induces a complete deletion of
Adam?25, Adam20 and Adam39 genes. Two mouse lines were generated with a deletion of 85
467 nt or 85278 nt respectively. To identify animals invalidated for Adam25-20-39, PCR
amplifications and sequencing have been made (Figure 5). Heterozygous animals were mated
to maintain lines and to generate homozygous KO mice. After checking that both lines exhibited
the same phenotype, the analyses were performed on one of them.

To assess their in vivo fertility, WT or KO males were mated with WT females. KO males
exhibited a normal sexual behavior such as WT males. These matings were followed by birth
of pups three weeks later. The number of pups per litter was counted and no significant
difference was observed between WT or Adam25-20-39 KO males’ offspring. The average litter
size of WT’s offspring was 6.9 + 0.68 pups whereas it was 8.0 = 0,57 pups for KO’s offspring
(Figure 6). Adam25-20-39 KO males have a normal fertility in vivo, suggesting that these three
members of the ADAM family are dispensable for gamete adhesion and fusion in mouse.
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Figure 6. In vivo fertility assay. To determine the capacity of Adam25-20-39 KO males to sire
offspring, these males were mated with WT females. Vaginal plugs were checked after an
overnight mating. At the end of gestation, the numbers of pups per litter were counted. Litters
counted were generated from at least three different males of each group.

2.6. In Vitro Fertility Of Homozygous Adam25-20-39 KO Males Is Reduced

Sperm counts and parameters observed using a CASA system were not different between WT
and KO males. Testis histology did not show any abnormality (data not shown). To assess the
in vitro fertility of homozygous Adam25-20-39 KO males, IVF were performed using WT or
Adam?25-20-39 KO sperm and WT oocytes. Cumulus-intact IVF showed that Adam25-20-39
KO males’ in vitro fertility is significantly reduced compared to WT group. The FR of the KO
group was 30.5 = 2.7 % (n = 298) whereas it was 53.8 + 2.7 % (n = 305) for the WT group (p
<0.0001) (Figure 7a). Similar results were observed when Zona-free IVF was performed. With
WT sperm, the FI was 1.28 + 0.05 sperm per oocyte (n = 170) whereas with KO sperm it was
0.92 £0.05 (n=181) (p < 0.0001) (Figure 7b). The analysis of the in vitro fertility of Adam25-
20-39 KO males showed the same results as previously described with the phenotyping of the
Adam?20 KO line. Adam25-20-39 KO males showed a fertility very similar to the simple KO of
Adam?20. The only lack of Adam20 is sufficient to affect in vitro fertility and the additional
absence of two very similar genes didn’t worsen it.
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Figure 7. In vitro fertility assays. (a). Cumulus-intact IVF assay. The fertilization rate (or
mean percentage + SEM of fertilized eggs) was assessed by cumulus-intact IVF assay at 10°
(WT or KO) sperm per ml. FR is reduced when Adam25-20-39 KO male’s sperm is used. (b).
Zona-free IVF assay. The fertilization index (or mean + SEM of sperm number fused by egg)

was assessed by zona-free IVF assay at 10° (WT or KO) sperm per ml. Fl is reduced when

oocytes are inseminated by Adam25-20-39 KO sperm compared to WT sperm.

Numbers between brackets indicate the numbers of oocytes. Experiments were repeated at

least three times. **** p < 0.0001.

3. Discussion

The description of a patient presenting with a fertilization defect and a mutation of the ADAM20
gene drew attention on this member of the large ADAM family. Before the generation of
Adam20 KO mouse lines, we performed IVF in presence or absence of anti-ADAM20
antibodies. Both cumulus-intact and zona-free 1VVF showed a decrease of FR and FI when
antibodies were present. However, we had noticed that this decrease seemed more severe in
zona-free IVF than in cumulus-intact IVF. This could be explained by the experience itself, in
zona-free IVF spermatozoa are directly put in contact with oocytes whereas in cumulus-intact
IVF, cumulus cells and zona pellucida are present all around the oocytes. This difference could
be explained by an aspecific binding of the antibody to the cells of the cumulus or to the zona
pellucida making the antibody less available and therefore less effective on the spermatozoa.
Indeed, cumulus cells are a kind of agglomerate of cells glued together by a gel containing
hyaluronic acid.

To go further and to assess the role of Adam20 in the adhesion and/or fusion of gametes, we
generated KO mouse lines. Fertility of KO males was studied and it appeared that Adam20 KO
males have a normal fertility in vivo. However, a small but non-significant difference appeared,
it is not excluded that this could become statistically significant with a large number of litters
or by following this line over a long period. Especially since in vitro, using the sperm of Adam20
KO, their fertilizing capacities were clearly reduced compared to WT.

Normal fertility in vivo points out this gene is dispensable for gamete adhesion and fusion in
mouse. Under optimal conditions, such as those of in vivo fertilization, Adam20’s role is not
visible. But, Adam20 KO males are sub-fertile in vitro, suggesting that Adam20 may play a role
in the adhesion/ fusion of gametes because in artificial conditions, such as IVF, a little defect
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can be increased and appears significantly different. Another explanation could be that the
mutation of Adam20, in the case of the infertile patient, could be more damaging than its
absence. For example, if ADAM20 belongs to a protein complex, its mutation could destabilize
this complex making it ineffective, but its absence might be substitute with another protein (of
the same protein family because of their highly conserved domains) making the complex
efficient for its role in the fertilization’s process.

Based on the results of the fertility study of Adam20 KO line and high homologies between
Adam20, Adam25 and Adam39, we generated a KO of these three genes. Same experimental
protocols were performed to generate those mouse lines and to assess their fertility. We
observed the same phenotype shared by these two KO, simple or triple KO, homozygous males
show a normal fertility in vivo but a subfertility in vitro. This result means Adam25, Adam20
and Adam39 are dispensable for gamete adhesion and fusion in mouse, but they participate to
this process.

We also assessed in vitro fertility of WT, simple and triple KO males in presence of the antibody
targeting ADAMZ20 (data not shown). We still observed a decrease of FR and FI in conditions
with the antibody compared to conditions of those same males without the antibody. We could
explain the effect of this antibody on those two KO lines by several hypothesizes such as an
antibody not as specific as we thought, or it might interact on others members of ADAM protein
family. Indeed, protein family of ADAM is a large family which members share same domains
and structure. If the antibody targets one of these similar domains, it is possible that it could
target another ADAM family members, and specially ADAM known to play a role in the
fertilization process such as ADAM1a-1b, ADAM2, ADAM3[17]. In this study, KO lines were
much more informative than the use of antibody.

4. Materials and Methods

4.1. Animals

All animal experiments were performed in agreement with national guidelines for the care and
use of laboratory animals. Experimentation was approved by the local ethics committee (C2EA-
34, Comité d’éthique en matiere d’expérimentation animale, Université Paris Cité) and the
governmental ethical review committees via the APAFIS Application (Autorisation de projet
utilisant des animaux a des fins scientifiques), under the registration reference APAFIS #14124-
2017072510448522 v26, A. Ziyyat (10/10/2018-10/10/2023). Mice were purchased from
Janvier Labs (Le Genest-Saint-Isle, France). All animals were maintained at the animal facility
of the Cochin Institute (Paris) at a stable temperature (21-23°C) and 14 h light/10 h dark
photoperiods, with free access to food and water.

4.2. Generation of Transgenic Mice

The Crispr/Cas9 approaches were performed at the MOUSET’IC core facility of the Cochin
Institute, Paris, France. RNA guides were selected, produced by TACGENE (Muséum
d’Histoire Naturelle, Paris, France) and IDT (Leuven, Belgium), and tested in vitro (Adam20
KO : targeting upstream exon 2 : CCAGCACTGCATGCAGACAACAC ; targeting at the end
of exon 2 : CCTTCATGCATTACCACATATCA ; Adam25-20-39 KO : targeting upstream
Adam25: CTAGTATATCTTAAGAGTTAAGG, GCTGTACTGATCTCACCCCC ; targeting
downstream Adam39 : TTGCAACTTCTGGATGACCC, CCACGTCATTGTCTAATGAG,
GATTCTCAAAGGTTTCAGCA). They were preincubated with Cas9 and then microinjected
into fertilized C57BI/6J oocytes. Embryos that had passed to the 2-cell stage were transferred
into the oviducts of pseudogestant females.
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4.3. PCR

Genotyping was performed on DNA extracted from tail biopsies (NucleoSpin® Tissue,
Macherey-Nagel, Diren, Germany) using the GoTaq Flexi polymerase (Promega, Madison,
WI, USA) under standard PCR conditions. Primers are listed in Table S1. The integrity of the
areas targeted by the guides was tested to detect WT alleles. A large amplification
encompassing the whole locus was also performed to detect deleted alleles.

4.4. In Vivo and In Vitro Fertility Assessment

Mice, aged from 8 to 12 weeks, were housed as one male and one female per cage. WT females
were mated overnight with WT males or homozygous KO males and checked for vaginal plugs
the next day. For each group, litter sizes were counted.

Wild-type 5-8 weeks-old female mice were superovulated with a 10 U pregnant mare serum
gonadotrophin (PMSG) injection, then 48 h later with a 10 IU human chorionic gonadotrophin
(hCG) injection (Intervet, Beaucouzé, France). The next day, 14 h post-injection, animals were
sacrificed by cervical dislocation. Cumuli oophori were retrieved by tearing the ampulla wall
of the oviduct, placed in FertiCult medium (FertiPro, Beernem, Belgium) supplemented with 3
% bovine serum albumin (BSA, Sigma Aldrich, A3311, Saint Quentin Fallavier, France), and
maintained at 37°C under 5 % CO: in air, under FertiCult Mineral oil (FertiPro, Beernem,
Belgium). For zona-free IVF assay, oocytes were released from the cumulus cells by 3-5 min
incubation at 37°C with hyaluronidase (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) in M2
medium (Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France), rinsed and kept in FertiCult medium,
BSA 3 % at 37°C under a 5 % CO2 atmosphere with mineral oil (Sigma Aldrich, Saint Quentin
Fallavier, France). The zona pellucida was then dissolved with acidic Tyrode’s (AT) solution
(pH 2.5, Sigma Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) under visual monitoring. Zona-free
eggs were rapidly rinsed in a FertiCult medium, BSA 3 % and kept at 37°C under a 5 % CO:
atmosphere for 2 to 3 h to recover. Mouse spermatozoa were obtained from the cauda
epididymis of control or KO male mice aged 8 to 13-weeks. They were capacitated at 37°C
under a 5 % CO2 for 90 min in a 500 pL drop of FertiCult medium supplemented with 3 %
BSA, under mineral oil. Cumulus-intact or zona-free oocytes were inseminated in a 100 pL
drop of FertiCult medium, BSA 3 % with capacitated spermatozoa at a final concentration of 1
X 108/mL or 1 X 10°mL, respectively, for 3 h. When used, the anti-ADAM20 antibody
(Aobious, NCTP00392, Gloucester, USA) or Rabbit IgG Isotype Control (Invitrogen, 02-6102
Waltham, MA, USA) were added in the 100 pL drop at final concentration of 50 pg/mL.
Oocytes were then washed and directly mounted in Vectashield Plus Antifade Mounting
Medium with DAPI (Vector Laboratories, H-2000, Newark, CA, USA) for observation under
UV light (Zeiss Axioskop 20 microscope, Marly le Roi, France). Oocytes were considered
fertilized when a fluorescent decondensed sperm head could be visualized within their
cytoplasm.

4.5. Statistical Analysis
Results are expressed as mean = SEM of at least three independent experiments. For statistical
analysis, t-Test or One-way ANOVA were performed using GraphPad Prism version 9.5.1 for

Windows, (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Differences were considered statistically
significant when p < 0.05.
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Abbreviations

SPACAG: Sperm acrosome associated 6

SOF1: Sperm-oocyte fusion required 1

TMEMO95: Transmembrane protein 95

FIMP: Fertilization Influencing Membrane Protein

DCST1 and DCST2: Dendrocyte expressed seven transmembrane protein domain-containing
KO: Knock-out

IVF: In Vitro Fertilization

ADAM(20, 25, 39): A disintegrin and metalloprotease protein 20
ICSI: Intracytoplasmic Sperm Injection

FI: Fertilization Index

FR: Fertilization Rate

WT: Wild-type
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V. Discussion

Un article publié en 2018 a présenté le cas d’un patient infertile, qui décrit pour la
premiere fois chez I’humain un phénotype particulier de spermatozoides s’accumulant dans
I’espace périvitellin sans parvenir a fusionner avec I'ovocyte (Sha et al. 2018). Ce phénotype
avait été jusqu’alors uniquement décrit pour les modeéles de souris KO des protéines
essentielles a l'interaction gamétique. Parmi les variants rares identifiés par analyse de son
exome, le patient présentait une mutation du géne ADAM20. Ce géne, dont |'expression est
spécifique du testicule, possede des domaines qui peuvent lui permettre de participer a des
fonctions d’adhésion et/ou de fusion cellulaire. Nous nous sommes alors intéressés a décrire
la fonction de ce gene jusqu’alors non élucidé.

Nous avons pu observer qu’ADAM20 semble important pour la fécondation humaine
puisque la réalisation de FIV humaine sur ovocytes dépellucidés montre une diminution
significative de I'index de fécondation en présence d’anticorps anti-ADAM20 par rapport aux
controles. De la méme fagon, nous avons réalisé I’étude du géne Adam20 chez la souris, ainsi
qgue celle des genes Adam25 et Adam39 qui sont des génes homologues d’Adam20. Les
résultats de ces études semblent nous indiquer qu’Adam20 n’est pas indispensable a
I'interaction gamétique mais qu’il jouerait néanmoins un role dans la fécondation.

Les males simple KO Adam20 et les triples KO Adam25-20-39 sont tous fertiles in vivo
mais hypofertiles in vitro. Il semblerait donc qu’ADAMZ20 joue un réle plus important chez
I’'humain que chez la souris. Ceci pourrait s’expliquer par I'importance de la redondance dans
le génome souris. En effet, il est décrit dans la littérature la multiplicité des génes Adam dans
le génome souris et la grande homologie qu’il peut exister entre certains d’entre eux. Ceci
permettrait d’avoir plusieurs voies de génes possibles pour assurer I’'ensemble des processus
physiologiques dans lesquels les Adam sont impliqués (Y. Chen et al. 2021). Ainsi, de nombreux
génes Adam existant chez la souris ont peu ou pas d’orthologues chez I’humain, et lorsqu’il en
existe, ceux-ci peuvent s’avérer étre des pseudogénes dans le génome humain (I. Choi et al.
2004; Y. Chen et al. 2021). C’'est par exemple le cas pour le géne Adam25 qui s’exprime dans
le génome murin mais qui est un pseudogéne dans le génome humain (Edwards, Handsley, et
Pennington 2008). Dans le génome humain, ADAM20 est seul, ADAM25 est un pseudogene et
ADAM39 n’est pas référencé.

Concernant le marquage d’ADAM20 dans l'article du cas du patient présentant la
mutation d’ADAM20, les auteurs indiquent une localisation en forme de cercle, il s’agit d’un
marquage de la région post-acrosomale. De plus, les auteurs n’ont pas précisé, ni pour le
patient, ni pour le témoin, s’il s’agit de spermatozoides acrosome intact ou acrosome réagi.
Or, notamment dans le cadre de protéines impliquées dans linteraction gamétique, la
localisation des protéines change suivant le statut acrosomal. Néanmoins, n’étant pas
parvenus a valider [I'anticorps que nous avons utilisé pour notre marquage
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immunofluorescent, nous ne pouvons pas infirmer ni confirmer la localisation d’ADAM20
décrite dans I'article décrivant le cas du patient présentant la mutation d’ADAM20.

Lors des FIV humaines réalisées, nous n’avons pas pu reproduire le phénotype du
patient qui présentait des spermatozoides s’accumulant dans |'espace périvitellin car les FIV
humaines que nous réalisons en recherche se font sur ovocytes dépellucidés. Concernant
I’anticorps utilisé pour les FIV humaines que nous avons effectuées, il a un effet d’inhibition
de la fécondation. Cependant, en plus de n’étre pas parvenus a formellement démontrer sa
spécificité, nous ne savons pas si cet anticorps bloque ou géne les propriétés d’adhésion et/ou
de fusion d’ADAM?20, s’il déstabilise ou empéche ADAM20 d’intégrer le complexe protéique
auquel il appartient ou enfin s’il affecte voire inhibe son activité métalloprotéase.

Au départ, nous avons émis I’"hypothese qu’ADAM20 était un bon candidat pour jouer
un role dans l'interaction gamétique du fait de ses capacités d’adhésion et/ou de fusion via
ses domaines désintégrine et enrichi en cystéine. Or, il pourrait également s’agir de son
activité métalloprotéase qui jouerait alors un role dans I'étape d’interaction gamétique en
clivant I'ectodomaine d’une autre protéine présente sur la membrane plasmique spermatique
ou ovocytaire (activité sheddase). Cependant, pour discriminer entre ces différentes activités
de la protéine ADAM20, il faudrait disposer d’inhibiteurs de métalloprotéases spécifiques
d’ADAM?20. En effet, il existe des inhibiteurs de métalloprotéases non spécifiques, mais ces
derniers ne sont pas utilisables dans le cadre de notre étude d’ADAM20 puisqu’il existe
d’autres ADAMs présentes et dont le role dans la fécondation a pu étre décrit (ADAM1,
ADAM2, ADAM3 par exemple) (Shamsadin et al. 1999; Nishimura et al. 2001; 2004).

Nous avons choisi d’étudier le réle d’ADAM20 dans l'interaction gamétique chez la
souris en générant des modeéles simple KO Adam20 ou triple KO Adam25-20-39. Or, ces
modeéles KO sont imparfaits puisqu’ils ne permettent pas de reproduire exactement le cas du
patient infertile. En effet, le patient ne présente pas une absence totale d’expression
d’ADAM20, mais une mutation ponctuelle a I'état hétérozygote. La mutation d’'un géne
pourrait avoir des conséquences plus importantes que les délétions réalisées dans les modeles
KO. Par exemple, une mutation peut engendrer I'expression d’une protéine présentant un
changement de conformation par rapport a la protéine native et ainsi en altérer ses
interactions ou ses fonctions. De la méme facon, si la mutation se situe au niveau d’un site
actif, cela peut modifier son activité. Il a été décrit que les protéines de la famille ADAM
peuvent former des complexes protéiques, notamment des hétérodimeéres tels que ADAM1-
ADAM2, ADAM2-ADAM3-ADAM4, ADAM2-ADAM3-ADAMS ou encore ADAM2-ADAM3-
ADAMSG6 (Cho et al. 2000; Han et al. 2009; T. Kim et al. 2006; Y. Chen et al. 2021). Ainsi, si
ADAM?20 est une protéine membre d’'un complexe protéique, il est possible que dans le cas
de la mutation présente chez le patient, le complexe protéique soit déstabilisé et la
conséquence pourrait étre plus sévere que la délétion du gene chez la souris, qui elle peut
étre compensée par un autre géne du fait de la redondance.
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Dans le cadre de I'étude du patient infertile, la mutation décrite se situe dans le
prodomaine, il s’agit d’'un changement D214A qui est évalué par différents logiciels de
prédiction d’effet comme soit neutre soit dommageable. Or, ce domaine est connu pour étre
important pour la dimérisation des protéines ADAM, mais également pour le mécanisme
cystéine-switch qui permet de maintenir la partie enzymatique latente. Enfin, ce domaine est
également important pour le repliement de la protéine et son transport intra-cellulaire
(Loechel et al. 1999; Roghani et al. 1999; Leonard, Lin, et Milla 2005). La mutation d’ADAM20
décrite chez ce patient a donc pu avoir des conséquences sur diverses activités de la protéine.

Malgré notre demande, nous n’avons pas pu avoir acceés au résultat de I'exome du
patient. Nous pouvons donc nous demander si la mutation d’ADAMZ20 est bien la seule qui
pourrait expliquer I'infertilité du patient ou si d’autres génes présentaient des mutations. C’'est
pourquoi nous aurions souhaité pouvoir ré-analyser I'exome de ce patient. Dans le cadre de
I'article, les auteurs ont recherché les variants rares et ont obtenu une liste de résultats de
laquelle ils ont décidé d’étudier ADAM20 du fait notamment de son expression testiculaire. Il
aurait été intéressant d’avoir accés a cette liste complete de variants et de rechercher si
certains d’entre eux pourraient étre impliqués dans I'apparition de ce phénotype chez ce
patient. Par ailleurs, la ré-analyse compléte de I'exome avec une autre méthode, un autre
filtre de critéres ainsi que I'évolution des bases de données de ces derniéres années pourrait
apporter un nouveau regard sur I'origine potentielle de 'infertilité du patient.

L’évolution des bases de données et de I'étiquetage des génomes peut aussi préciser
sile g&éne Adam20 souris est bien I'orthologue du g&éne ADAM20 humain, ou s’il existe un autre
gene Adam qui présente plus d’homologie. En effet, nous pouvons émettre I’"hypothese que
la génération des lignées KO que nous avons réalisées ne permet pas de reproduire le
phénotype observé chez le patient puisqu’il pourrait ne pas s’agir de I'orthologue strict
d’ADAM20. Un article de 2021 décrit qu’ADAM?20 est présent dans le méme groupe avec 6
autres orthologues chez la souris formant ainsi le groupe suivant : Adam21, 29, 26, 34, 24, 20
et 25 (Y. Chen et al. 2021). Adam39 n’est pas présent dans cette liste, car pour le moment, il
n’apparait dans aucun article. Nous avons donc ici décrit les genes Adam20, Adam25 et
Adam39. Le KO Adam21 a été réalisé et les males de cette lignée n’ont aucune altération de
la fertilité (Y. Chen et al. 2021). Adam24 a quant a lui déja été étudié et il jouerait un réle dans
le blocage a la polyspermie (Zhu et al. 1999; Zhu, Myles, et Primakoff 2001; Zhu et al. 2009).
D’apres la littérature, Adam29 serait impliqué dans les processus cancéreux (Tziortzioti 2016;
H. Chen et Wang 2018). Enfin, les génes Adam26 et Adam34 ne sont pas étudiés dans la
littérature. Il pourrait donc étre intéressant d’étudier la fonction des genes Adam26 et
Adam34 dans la fécondation ou reproduction au sens large.

Pour conclure, il serait donc intéressant de poursuivre notre étude en tentant
d’élucider quelle activité ou domaine de la protéine ADAM20 joue un role dans la fécondation
méme si ce role n’est pas indispensable. La connaissance de ses partenaires aprés
immunoprécipitation puis spectrométrie de masse permettrait de comprendre a quelles
fonctions du spermatozoide ADAM20 participe. Nous pourrions également poursuivre en
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étudiant les genes Adam26 et Adam34 qui appartiennent au méme groupe phylogénétique
que les génes Adam21, 29, 24, 20 et 25. Enfin, lors de l'interaction gamétique et plus
précisément immédiatement aprées la fusion des gametes, on observe un relargage de la
protéine JUNO ovocytaire qui jouerait un role dans le blocage a la polyspermie en venant se
fixer sur les récepteurs spermatiques essentiels a la fusion gamétique, les empéchant ainsi de
venir fusionner avec la membrane ovocytaire. Or, la génération du KO Adam24 a permis de
décrire un réle d’Adam24 dans le blocage a la polyspermie. Il serait donc intéressant de
poursuivre I'étude d’Adam24 et de tenter de définir comment il intervient dans le blocage a
la polyspermie. Notamment, on peut se demander si son activité métalloprotéase pourrait
participer a cliver I'ectodomaine de JUNO, permettant alors sa libération dans |'espace
périvitellin, et ainsi neutraliser les spermatozoides qui y sont présents pour empécher la
survenue d’une polyspermie.
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Conclusion générale

Mon projet de thése s’est intéressé a I'étude de génes candidats suspectés d’étre
impliqués dans deux étapes différentes de la reproduction. D’une part, j’ai étudié I'implication
des genes Spata3 et Tex44 dans la spermatogenese. D’autre part, jai mené I'étude du role
d’Adam20, ainsi que celle de ces homologues Adam25 et Adam39, au cours de l'interaction
gamétique.

Dans la partie de ma thése s’intéressant a la spermatogeneése, nous avons tout d’abord
étudié des lignées murines IRCS, présentant 98 % de leur génome d’espéce de référence et 2
% de leur génome d’espece Spretus. Il s’agit d’'un modele original, de longue haleine. Cette
démarche partait sans a priori et a permis de définir des régions d’intérét au sein desquelles
des genes candidats doivent ensuite étre explorés. La lignée qui nous a intéressés présentait
un phénotype de globozoospermie partielle et nous a permis de définir un intervalle du
génome, que nous avons appelé Mafql, qui contiendrait un (ou des) géne(s) impliqués dans
la globozoospermie. Nous avons alors choisi d’étudier les genes Spata3 et Tex44. D’aprés
notre étude, Spata3 serait un gene impliqué dans la mise en place de I'acrosome et devait
participer au phénotype de la lignée RC3. Cependant, Tex44 s’est finalement révélé étre
impliqué dans la mise en place du flagelle et probablement pas dans le phénotype du RC3.
Aucune littérature n’existait sur ces génes et aucune étude n’avait suspecté leur implication
dans la reproduction. Ainsi, I’étude des lignées IRCS a permis de rechercher et de mettre en
évidence le role de deux geénes intervenant au cours de la spermatogenése, et plus
particulierement au cours de la spermiogenese, I'un lors de la mise en place de I'acrosome et
I'autre lors de la mise en place du flagelle. L'approche des IRCS a été intéressante pour mettre
en évidence le réle de plusieurs génes dans différents processus physiologiques (hématologie,
reproduction, développement, ...). Cependant, de nos jours, avec la possibilité de réaliser
facilement des KO et a terme, I'existence de KO pour tous les génes connus, I'établissement
de lignées IRCS n’est plus utilisé. Néanmoins, la génération de KO vise généralement a déléter
un gene entier, il peut étre envisagé de mimer un phénotype observé en reproduisant plutot
une mutation.

Dans la partie de ma these s’intéressant au réle d’Adam20 au cours de l'interaction
gamétique, nous avons pu déterminer qu’Adam20 jouerait un role dans cette étape mais qu'il
n’était pas essentiel. Nous suspections ce géne d’étre impliqué dans I'étape d’adhésion et/ou
de fusion gamétique aprés qu’il ait été rapporté le cas d’un patient infertile présentant une
mutation de ce géne. Le phénotype observé chez ce patient décrivait I'accumulation de
spermatozoides dans I'espace périvitellin. Ce défaut d’adhésion et de fusion gamétique, ainsi
que la structure d’ADAM20 avec son domaine disintégrine et son peptide fusogene putatif
pouvait laisser penser qu’il pourrait étre un acteur clef de I'interaction gamétique et peut-étre
méme la protéine responsable de la fusion des gametes, jusqu’alors non identifiée. Malgré
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ces arguments solides, notre hypothese s’est avérée ne pas étre la bonne, ADAM?20 n’est pas
une protéine essentielle de l'interaction gamétique. Cependant, méme si in vivo les souris
males n’ont pas présenté de défaut de fertilité, les résultats des tests de fertilité in vitro ont
suggéré qu’ADAM20 jouait un role dans la fécondation mais n’était pas indispensable. En
effet, in vivo, les conditions sont dites optimales et masquent les altérations légéres, alors
gu’in vitro, le moindre petit défaut va se retrouver exacerber et visible. De plus, le modele
souris dans les études de fertilité est certes un bon modele mais qui présente des limites. Tout
d’abord, il est connu que dans le génome de la souris un trés grand nombre de génes
homologues/paralogues entre eux existent et qu’un phénomeéne de redondance est possible,
masquant ainsi I'effet du KO réalisé. De plus, il existe des différences entre I'espéce humaine
et murine qui font que les études menées chez la souris ne permettent pas forcément de
retrouver I’équivalent chez ’'Homme. Par exemple, le KO Adam1a chez la souris a été réalisé
et les males de cette lignée étaient infertiles suggérant un réle essentiel d’ADAM1a dans la
reproduction. Cependant, cela n’a pas pu étre transposé a I’humain puisque chez ce dernier,
ADAMI1A, est un pseudogéne. C'est d’ailleurs le cas de plusieurs membres de la famille des
ADAMs qui sont exprimés chez la souris mais sont des pseudogénes chez I'humain. Enfin,
concernant ADAM20/Adam?20, il est également possible que son réle dans la reproduction
chez la souris soit moins important que chez ’lhumain car la reproduction chez la souris est
plus efficace. En effet, une souris femelle ovule plusieurs ovocytes par cycle maximisant ainsi
la chance que plusieurs d’entre eux soient fécondés, et elle a la capacité d’avoir des gestations
comprenant jusqu’a plus de 10 futurs individus. A I'inverse, chez la femme un seul ovocyte est
ovulé par cycle, et la femme ne porte le plus fréguemment qu’un seul enfant durant sa
grossesse. Ainsi, chez la souris, méme si une petite altération de la reproduction existe et
gu’elle engendre un faible pourcentage d’ovocytes non fécondés, a la naissance de la portée,
ce défaut peut ne pas étre visible. De facon opposée, chez 'Homme, si un défaut de la
reproduction, méme minime, existe, alors le seul ovocyte présent ne sera pas fécondé.

De fagon plus globale, mon projet de thése a permis de décrire le role potentiel de trois
génes dans la reproduction : Spata3 intervient dans la mise en place de I'acrosome, Tex44
dans la mise en place du flagelle et enfin Adam20 participe a I'interaction gamétique. Ainsi, ce
projet a permis d’étudier et de proposer un role pour des génes jusqu’alors non décrits.
L'absence de description ou d’intérét pour ces genes auparavant induit une difficulté
supplémentaire qui est celle d’'un manque de connaissances et d’outils dédiés, comme des
anticorps et de leur spécificité. Le manque d’anticorps fiable et dont la validité a déja été
prouvée a par exemple été un frein a certaines de nos études.
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Etude de génes candidats :
Spata3 et Tex44 dans la spermatogenése et Adam20 dans l'interaction gamétique

La spermatogenése est le processus biologique qui aboutit a la production de spermatozoides. Ceux-ci
vont subir des étapes de maturation qui leur permettront de féconder I'ovocyte lors de I'interaction gamétique.
Une anomalie lors de la spermatogenése, de la maturation des spermatozoides ou de I'interaction gamétique
peut mener a des défauts de fertilité. A ce jour, environ 15% des cas d’infertilité restent inexpliqués. Il est donc
essentiel de comprendre dans le détail les différents mécanismes de la spermatogenése et de la fécondation.

L'objectif de ma thése a été d’identifier des genes pouvant jouer un role dans les étapes de la
spermatogeneése et de I'interaction gamétique. J'ai tenté d’identifier des genes impliqués dans la mise en place
de I'acrosome (organite essentiel a la fécondation). En paralléle, je me suis intéressée a I'interaction gamétique,
en caractérisant un géne potentiellement impliqué dans la fusion des gametes.

Dans le premier volet de ma these, j’ai analysé des lignées hypofertiles de souris IRCS (Interspecific
Recombinant Congenic Strain) qui présentaient un phénotype de globozoospermie partielle caractérisée par un
détachement de I'acrosome. Nous avons pu définir un locus Mafq1 pour Male fertility Quantitative Trait Locus
chromosome 1, dans lequel I'expression de genes de version Mus spretus dans un fond génétique Mus musculus
domesticus induisait I'apparition de ce phénotype. Dans Mafgl, nous nous sommes intéressés au gene
Spermatogenesis Associated 3 (Spata3) en générant une lignée de souris Knock-out (KO). Leur fertilité in vivo
n‘est pas affectée mais ils sont hypofertiles in vitro. Leurs spermatozoides présentent des défauts
morphologiques (détachement partiel de I'acrosome) et métaboliques (persistance de résidus cytoplasmiques
avec gouttelettes lipidiques). La lignée KO Spata3 ne reproduit que partiellement le phénotype observé dans les
lignées IRCS. Nous avons poursuivi en étudiant le gene Tex44 présent dans Mafql. Les males KO Tex44 ont une
fertilité diminuée in vivo et in vitro. Aucun défaut acrosomal n’a été observé mais une anomalie du flagelle a été
identifiée : une disjonction entre la piéce principale et la piece intermédiaire, ainsi que I'absence de certains
doublets de microtubules de la piece principale. Ces anomalies flagellaires affectent la mobilité des
spermatozoides et expliquent I’hypofertilité observée.

Ainsi, en partant de I'analyse génomique d’une lignée IRCS présentant une globozoospermie partielle,
nous avons identifié deux genes impliqués dans la spermatogeneése, I'un participant a la mise en place de
I'acrosome, et I'autre impliqué dans la formation du flagelle.

Parallélement, j’ai mené une étude visant a caractériser la fonction d’ADAMZ20, que nous suspections
de jouer un rdle dans I'adhésion et/ou la fusion gamétique. En réalisant des fécondations in vitro (FIV) chez
I’'hnumain en présence d’anticorps dirigés contre ADAM20, nous avons observé une diminution significative de
I'index de fécondation suggérant un rdle dans l'interaction gamétique. Nous avons généré la lignée KO Adam20
dont les males montrent une fertilité normale in vivo mais une hypofertilité in vitro. Nous avons généré des souris
délétées pour un fragment contenant les génes Adam25, 20 et 39 car ces trois genes voisins sont tres
homologues. Les maéles triple KO ont présenté le méme phénotype de fertilité que celui des males KO Adam20.
ADAM?20 chez I'humain, et ADAM25, 20 et 39 chez la souris semblent donc jouer un réle dans l'interaction
gamétique mais ne sont pas essentiels au déroulement de cette étape.

Dans I'ensemble, ma these s’est donc intéressée a des anomalies de la fertilité dont I'origine pouvait se
situer a différentes étapes de la spermatogenese et de la fécondation. Méme si des avancées sont réalisées dans
la connaissance du processus de la fécondation, il subsiste encore des inconnues a ce jour, et il est crucial de
continuer la recherche dans ce domaine afin de comprendre les mécanismes mis en jeu lors de ces processus
fondamentaux.

Mots clefs : Fertilité, Interaction Gamétique, Knock-Out (KO), Globozoospermie, Acrosome,
Flagelle, Mafq1, Spata3, Tex44, Adam20, Adam25, Adam39
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